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SDS,- Dodecil sulfato sédico.
DcbNa.- Desoxicolato sédico.
Clf.- Clorofila.
Clfa.- Clorofila a.
BCl.- Bacterioclorofila.
Centro fotorraactivo de una agrupacién de
clorofila.
H.H.- Halobacterium balobium.
M.P.- Membrana pdrpura.
M.R.- Membrana roja.
M.M.- Membrana marrén.
B.R.- Bacteriorodopaina.
BSA,- Seroalbdmina bovina.
LYH.- Lecitinas de yema de buovo.
X.- Longitud de onda.
V.- Frecuencia.
b .- Constante de Plank,
t 1/2.- Tiempo de semi-vida.
$.- Rendimiento cuântico.
Ap.- Potencial quimico por unidad de carga eléc
trica.
A#.- Diferencia de potencial eléctrico.
DC.- Dicroismo circular,
e.- Coeficiente de extincién.
c.m.e,* Conoentraolén mioelar oriticà*
*
$2 y $ 2 #- Volumen especiflco paxcial aparente*
f
*2 '- Volumen especifioo paxcial efeotivo.
^2 *** Volumen especiflco parcial verdadero de la
proteina.
v^.- Volumen espeoifloo paroial del detergente
unido a la protefna.
V •- Volumen especifloo paroial de la mlcela pro^
teina-SDS,
6g,- Gramos de SDS ligadod por gramo de proteina*
p.- Denaidad de la dlaoluclén.
Pq .- Denaidad del diaolvente.
C2 '- Conoentraoién de la proteina en diaolucién.
C*«- Concentracién de la proteina con SDS ligado.
M2 '- Peao molecular verdadero de la proteina.
M^ - Peao molecular de là micela proteina-SDS«
^2app**" Peso molecular aparente.
f .- Coeficiente de friccién.
n.- Viaooaidad del diaolvente.
(n].- Viaooaidad intrinaeca.
o
a •- Coeficiente de aedimentacién, extrapolado a
oonoentracién oero.
o
D Coeficiente de difuaién, extrapolado a con-
oentraoién oero.
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1. INTRODUCCION
1.1. ASPECTOS GENERALES DE INTERES EN EL ESTUDIO 
QUIMICO-FISICO DE LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE 
MEMBRANAS, DENTRO DE LA TEORIA DE LA DOBLE 
CAPA LIPIDICA
Quisiera comenzar haciendo propéaitos de ©a- 
forzarme por presentar una seleccién de la informacién 
disponible actualmente sobre estructura y funoién de - 
membranas, seleocién que espero sea la que mejor conduz^ 
ea al planteamiento de esta tesis, al final de este ca 
pitulo.
Supongamos el caso ideal de que tuviéaeroos - 
membranas puras aisladas, utilizando los criterios mds 
estrictos de que disponemos, ouya ©structura y funcién 
estuviesen bien preservadas respecte de la célula de - 
donde prooeden (este es le que llamaremos estado nati­
ve) , y cuya composicién quiraica estuviese bien defini- 
da.
En cuanto a la membrana compléta, esto es, 
con todos sus componentes, nos interesaria conocer sus 
propiedades maoroscépicas; forma, tamano^ espesor, den 
sidad^ su estado sélido o liquide o de cristal-liquido; 
viscosidad ; dureza; grado de bidratacién; ceurga eléctr^ 
ca global; indice de refraccién; color; permeabilidad a 
su través de agua, iones, moléculas pequefLas y roacromo-
— 2 —
léculas; reconocimiento del lado extemo © interno con 
respecte a la célula de donde proceden; susoeptibilidad 
de estas propiedades a tempeiTatura, presién, ultrasoni- 
dos, campes eléctricos, campes magnéticos, composicién 
del medioi réactivés quimioos, etc»; entre otras oosas.
Yéndonos a aspectos roàs d!ntimes, quisiéramos 
conocer la relaoién existent© entre molébulas de un mis^  
roc componento dentre del piano de la membrana y a lo - 
largo de la normal a éste, asi como las relaoiones ©xis^  
tentes entre las moléculas de los distintos componentes 
entre si. Todo ello nos explicaria en gran parte las pvo 
piedades macrescépicas de la membrana vistas anterior- 
roente.
En cuanto a la relacién existante entre molé 
culas de un mismo component©, serian de especial inte­
rest la disposicién de cada component© con respecte al 
piano de la membrana y a su normal; su contribucién a 
la topografia de las superficies interna y externa de 
la membrana; su grado y tipo de ordenamiento; su liber 
tad translacional en el piano de la membrana (lateral) 
y en la normal a éste (flip-flop); su libertad rotaci^ 
nal en ejes paralelos y perpendicular al piano de la - 
membrana; su grado de libertad de cruzar de una membra 
na a otra vocina (intercambio entre membz*anas ) ; grado 
de segregacién de la poblacién de cada componente (do- 
minios); por dltimo, la influencia de perturba©iones - 
fisicas y quimioas sobre estas propiedades.
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En ouanto a las relacionea existantes entre 
moléoulaa de distintos componentes entre si, buscaria 
mos el conocer si existen afinidades selectivas entre 
moléoulas de los distintos componentes que originen - 
asociaoiones especificas entre ellas, y por tanto un 
oierto grado de segregacién de unos componentes de 
otros, o si, por el contrario, la distribucién de al- 
gunos o de todos los componentes moleoulares es unifor 
me en las dos dimensiones de la membrana. En el caso 
de haber aaociaciones especificas, tratariamos de de- 
termineur su extensién dentro de las poblaciones mole- 
culares implicadas, asi como la naturaleza de la aso- 
ciaoién y su distribucién en la membrana, si es que - 
tuviesen una preferencial. Igualmente, nos interesaria 
la difusién lateral y rotacional de estas asociaciones 
en el piano de la membrana y fuera de él, asi como la 
libertad que tienen las moléculas que entran en la as^ 
ciacién de intercambiarse con otras de su mismo comp^ 
nente, que estdn o no formando una asociaoién especi- 
fica de la misma o de otra naturaleza. Como deciamos 
por oada componente molecular, también nos interesaria 
saber si existen o no dominios para cada tipo de aso- 
ciaoién dentro del piano de la membrana, y a lo largo 
de su normal, y la contribucién de cada una de estas 
asociaciones a la topografia interna y extema de la 
membrana. Por dltimo, determinariamos la afectacién -
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de estas propiedades estructurales por perturbaoionetf fj^  
sicas y quimioas como dijimos anteriormente pafa las pr& 
piedades macroscépicas•
Tras este nivel de conocimiento de la relacién 
entre moléculas componentes de la membrana, entrariamos 
en aquol que so ocupa de la estructura y propiedades jno* 
leculares de cada une de los componentes de la membrana 
por separado, esto es, de los lipides y de las proteina# 
de membrana. Este nivel de conocimiento nos explicaria - 
en gran parte las relaoiones existantes entre los disti|i 
tos componentes dentro y fuera del piano de la membrana* 
asi como parte de las propiedades macroscépioas.
Aqui vamos ya a adelantar que nuestro interés 
por las proteinas de membrana, es muobo mayor que por 
los lipidos, pero dada su complementaridad en la estruc­
tura y funoién de membiana no podemos dejar de oonsiderar 
los oonstantemente, si bien en cuanto al trabajo experi­
mental nos baoemos dependiontes de la informaoién procé­
dante de laboratories bioquimicos, fundamentaimente int£ 
resados en lipidos de membrana.
Con respecte a los lipidos, una vez separados 
y cuantificados y conocida au estructura quimioa, pasa- 
riamos postoriormente a explorar su comportaroiento en in 
terfasos modelo (l) (2) (3)» asi como la estructura y - 
propiedades de estas interfases modelo o modèles de mem­
brana que fuosen capaces de formar cada uno por separado,
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tales como monocapàa, hicapas planas y blcapaS esféri- 
cas, mono o ixmltllamolaf es. El paso slguiento, séria ox 
plorar esiîos modèles formados por mezclas signifioati- 
va.8 de los distintos componentes lipldicos de la membra 
na original.
En cuanto a las proteinas de membrana, sàlvo 
su singularidad de encontrarse en una interfase en la - 
que los lipidos constituyontes estàn en mayor o mener 
ôxtensién en forma de bicapa, son como las proteinas so 
lubies, y asi pueden estar constituidas por una o varias 
cadenas polipeptidicas / las . ouales a su vez pueden - 
ser igualos o distintas, y en cuanto a su forma pueden 
aer regulares o màs o mènes asimétricas Igualmente, es^  
tas proteinas pueden contener regionea con un grado de 
independencia variable del resto de la molécula, y en - 
general iràn a adoptar estados conformacionalea diatin- 
toa dependiendo de factores externes y relacionados con 
su funcién. En estas proteinas babrà ademàs regionos de 
la molécula especialmente responsables de la asociacion 
con los lipidos vecinos asi como con las proteinas adya 
centes de la misma u otra naturaleza. Dobido a estas 
asociaciones proteina-proteina, no siempre va a ser fà- 
cil y Clara la distincién entre proteina roonomérica, 
oLigomérica o polimérica y complejo multiproteioo. El e^ 
tudio do todos oatos aspectos es lo que comprende la ca 
racterizacion estructural de proteinas de membrana (4).
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De las proteinas de membrana refiriéndonos de 
ahora en adelante selectivamente a las llamadas intrin- 
secas, una ves solubilizadas, generalmente mediante de­
tergentes, segregadas de los lipidos de membrana y ais­
ladas oada una por separado, nos interesaria al igual 
que para cualquier proteina soluble, su ©structura pri- 
maria, secUndaria, terciaria y cuaternaria si la htibie- 
se, no olvidàndonos de que se tiataria no dé la ©struc­
tura on la membrana original, sino en un medio compléta 
mente distinto, en solucién con o sin detergente. A lo 
largo de toda esta etapa procurariamos determiner en 
que medida la estructura nativa (la que adopta en la 
membrana) y la funcién de cada una de las proteinas ai^ 
ladas se conservan cuando se pasan de la membrana a so- 
lucién. Cuando la valoracién de la funcién requiers una 
interfaso (ojomplo: genoracién de un gradiente de con- 
centracién, separacién do cargas, cambio de oonductivi- 
dad etc.), babria que volvor la proteina en ©studio a - 
un modelo de membrana bien caracterizado y adecuado pa­
ra el tipo de funcién que se quiero valorar (5) (6). En 
todo caso no podriamos distinguir entre una proteina 
que retione su ©structura y funcionalidad en solucién, 
y una proteina que cambia on solucién, pero reversiblo- 
mente aloanza su ©structura nativa y su grado de funci^ 
nalidad, cuando se vuelve a una interfase adecuada (ver 
màs adelante).
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Tortninada la caracterizacién quimioa y quimi- 
cofisica do los componentes moleoulares aislados de la 
membrana de la que partîmes, tendriamos que oonsiderar 
nuovament© su relacién habituai en la membrana natural 
con los lipidos y con otras proteinas de membrana, asi 
como consigo misma. En este momento pasamos a una nueva 
otapa de estudio y conocimiento; se trata de aquella - 
que se ocupa de la reconstitucién estructural y funoio- 
nal de la membrana a partir de sus componentes.
Para ello, tratariamos primeramente de intro- 
ducir cada macromolécula por separado en modelos de mom 
brana bien caracterizados, monocapas o bicapas lipidicas, 
y estudiar los cambios originados en la ©structura y pro^  
piedades del modelo, asi como en la medida en que nos per 
raitan nuestros métodos, la estructura y funcionalidad de 
la tnacromolécula en este nuevo sistoma, com&arando esta 
informacién con la que tenomos, si os que la tenemos, pa 
ra la macromolécula en la membrana natural.
Continuariamos con reconstituciones cada vez - 
màs oomplojas, tratando de aumentar la informacién que 
tenomos de cada macromolécula y viendo en que medida se 
va afectando por la introduccién de nuevos componentes, 
relacionando todo esto a su vez, con las informaciones - 
que podamos toner en la membrana natural.
Finalmente, alcanzariaipos la reconstitucién to^  
tal de la membrana natural, tanto su aspecto ©structural
—  o  —
como fuucional.
En esta etapa contariamoa con que el grado de 
conocimiento, tanto sobre la membrana como sobre sus com 
ponentes, séria muy satisfactorio, con respecte a nues- 
troa objetivos iniciales. Ademàs, si esto se alcanzase, 
séria una prueba de que los distintos componentes tienen 
en si toda la informacién para disponerse de modo que se 
aloance la estructura nativa y funcional de la que par­
tîmes . Si esto no àucedieSe* podfia ser, o bien porquo 
falta informacién adicional (algdn tipo de matriz orde- 
nadoi*a) , sélo disponible en el organisme original y to- 
davia no en el laboratorio, o bien porque bubiésemos 
fracasado en la seleccién del procedimiento de recons­
titucién adoptado.
Esta secuencia de estudio, en general no si- 
gue el orden expuesto ni los niveles de conocimiento es^  
tàn tan bién separados. En la prdctica, se avanza y se 
Conoco lo que se puede, y con mucba frecuencia se simuj^  
tanea el estudio de la membrana nativa con el ©studio - 
de los componentes aislados y en modelos de membrana 
con un grado mayor o menor de reconstitucién.
Todo esto que bemos venido discutiendo, que - 
pareceria puramente estructural, es la base de la dind- 
mica molecular, y, por tanto, de la funcién fisiolégica 
de membranas o do su alteracién funcional por diversas 
causas.
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Por tanto, au funcién de aeparacién del interior 
celular del exterior y de compartimentalizaoién del inte­
rior celular, de transporte de materiales a su travéa, de 
tranaduccién (conversién) de energia a ella ligada, y de 
reconocimiento de senales fisicas y quimioas (receptores), 
asi como de la puesta en marcha de la cadena de aconteci-
mientos que suceden a la interacién inettJbrana-efector, to­
do reside en su estructura y en la de sùô componentes.
Ello es por lo que el poder colocar la membrana
que venimos oonsiderando bajo estüdio quimico-fisico en
diatintas condiciones funcionales, correlacionando qué e^ 
tructura y dindmica ©structural corresponden a una determ_i 
nada condicién funcional, o viceversa, qué grado de funcio^ 
nalidad dispone una membrana para una estructura y dindroi- 
ca molecular oonooida, son caminos que nos llevarian a es- 
tablecer las bases quimico-fisicas de la actividad vital 
de la membx*ana celular que venimos oonsiderando.
Creemos, que este memento es el adeouado para r^ 
cordarnoa, al menos una vez a lo largo de esta introduc­
cién, de que no se trata de llogar al conocimiento dltimo, 
a la esencia, esto no es el objetivo para la ciencia moder 
na, sino de avanzar nuestro conocimiento de la naturaleza 
haciéndolo cada vez mds profundo y extenso. El arte de con 
vivir con esta liraitacién de principio, es osencial a la 
hoia. de planear investigaoiones cientificas que tengan ob 
jetivos concretes alcanzables.
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1.2» MEMBRANAS BIOLOGICAS
En raembranas bioldglcaa bay concept08 unifica 
dores tanto estructurales ootno funoionalea,por ejemplo 
la dispoaicx6n prépondérante de IdCpidos en bicapas y la 
funcidn de separaoi6n do los compartimentes intracelu- 
lar del extracelular, ademàs de los diatintos comparti­
mentes intracelulares entre si; asi como también concep 
tos peculiaros a cada membrana, resultado de la hiper- 
trofia de una propiedad general. Per ejemplo, la estrujc 
tura y la funCidn singularea do miellna, membranas foto_ 
receptoras, membranas mltocondriales, membranas fotosin 
téticas, membranas bacterianas, membranas quimiorecept£ 
iras especifioas, membranas secretoras etc. etc.
Son estas caracteristicas peculiaros las que 
con muoha freouencia se utilizan para estudiar con ma­
yor facilidad y aprovecbamiento una caracteristioa gen^ 
ral do membrana, teniendo en cuenta después, a la bora 
de ampliar estes conocimientos obtenidos on un sistema 
particular a la generalidad de membranas, las limitacio 
nos quo impono el paso de lo particular a lo general.
Siguiendo con nuestra idea original de ser s^ 
lectivo en la utilizacidn de informaoidn sobre estruc- 
tura y funoidn de membranas, utilizando solamente aque- 
11a quo roejor nos lleve al plantoaraiento de la presente 
tesia, nos vamos a ocupar abora y en los aspectos quo - 
son mds relevantes para este fin, de dos tipos muy dis-
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tintns de membranas, cuyo denominador comdn ea sü papel 
de interaccionar con la luz, si bien las conseouencias 
de esta interaccidn son muy distintaa en un caso y en - 
otro. Se trata de las membranas fotosensoras y de las - 
membranas fotosintéticas, papeles ambos que se le asig- 
nan al sistema de membrana objeto del presente trabajo.
1.2 1. Membranas fotosensoras
IDstàn aqui comprendidas todas aquellas que con 
tionen fotosistemas tales que a la absorcidn de luz por 
el fotopigmento correspondiente, sigue una respuesta de 
parte o de todo el organisme (fototropismo, fototaxia, 
fotokinesis, fotodiferenciacidn, fotoregulacidn, visidn, 
etc.). A esta respuesta va ligado un consumo de energfa 
procédante de otras fuentes distintas a la absorcidn de 
la radiacidn, actuando ésta solamente como un estiraulo. 
Be trata pues de una funcidn sensorial, lo que quiere - 
decir que el proceso bdsico es una transduccidn de in- 
formacidn màs que una conversion de energia.
Esta definiciOn abarca desde membranas foto- 
sensoras de microorganismos, hasta las membranas reti- 
nianas del drgano de la visiOn de vertebrados (?). Por 
la oantidad de informaciOn que existe sobre estas dlt^ 
mas, por nuestro interés personal en ellas, y sobre to 
do por la similitud de su fotopigmento con la fotopro- 
teina objeto de esta tesis, van a ser las membi^nas de 
segmente extemo de bastdn de vertebrados de las dnioas 
que nos vamos a ocupar abora.
— 12 —
Estas membranas se ban estudlado intensamente 
tanto in vivo, como en ojo aislado, retina aislada, y - 
segmentes aialados. El andlisis mediante microscopia elec 
trdnica, todos los tipos de espectroscopia de luz, y di- 
fraocidn de Rayoa X a bajo dngulo, ba mostrado un alto 
grade de ordenaraiento de estas membranas y de orienta- 
ci6n del fotopigmento visual (rodopsina) (8 ).
Airededor del 50^ del peso seco de membrana - 
de segmente externe de bastén es proteina, y de dsta un 
8 0^ es rodopsina, lo que quiere decir que esta proteina 
es el components proteico mayoritario en estas membranas. 
El peso molecular determinado para rodopsina varia desde 
2C .0 0 0 a 40.000 aegtSn el laboratorio y el método, siendo 
3 5 * 0 0 0 el valor obtenido por equilibrio de sedimentacidn 
(9 ). Su grupo prostético, el 11-ois retinal, està ligado 
al grupo amino terminal de una lisina de la proteina por 
una base de Scbiff protonada, que no es accesible ni a 
BH^Na ni a NH^OH. El màximo de absorcién del retinal al 
unirse a la proteina, sufre un corrimiento batocrdmico 
de un centenar o dos de nm segiân la especie, para el 
cual no bay todavia una explicacidn definitiva.
En la figura lA, se esquematiza el modelo que 
boy se tiene de estas membranas, y se resumen algunaa - 
dimensionea y caracteristicas tanto de estas membranas 
como de rodopsina obtenidas mediante varios métodos es- 
pectrosc6picos. La fotdlisis de rodopsina es irreversi-
t1
RODOPSINA 
P =35000m
Desf.=<,= '2Â
D =3xlO'cm*s"*
20c
Tr=20 JlS 
= 1-2 pois
y  20 C*’
yu de retinol porclelo a lo superficie de lo membrana
tra n s  , 6 - s - c i s - r e t i n a l
B
tra n s  , 6 - s - t r ans- r e t in a l
11-cis, 1 2 - s - t r a n s - r e t in a l
1 3 -c is - r e t în a l
Figura 1.- A, esquema del modelo de membrana de fotoreceptor retinia
no, B, Isdmeros de retinal. (Pm = peso molecular; D „' esi.eq=
= didimetro esfera equivalents; D = coeficiente de difusidn 
lateral; Tr = tiempo de relajacidn rotacional;K?= viscosi 
dad; u= memento de transicidn).
7
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ble y g1 proceso fotoquimioo primario se cree que es la
isomerizacidn del 11-cis retinal al trans-retinal siendo
el primer producto de este proceso la prelumirodopsina
o batorodopsina^^g, que se forma en menos de 6 pseg. y
desaparece con un tl/2 de 125 nseg. a temperatura ambien
te.(figura IB).
En cuanto a la identificaci6n del estado exci^
tado implicado en el primer paso del oiclo visual, los
bajos rendimientos de cruce entre sistemas ($
“10 y de isomerizacidn por excitacidn directa para 
bases de Scbiff de isdmeros de retinal ($. “ 10“-^ ), no
' I S O  '
permiten suponer que un triplete sea el intermediario en 
la fotodecoloraoidn (fotdlisis) de rodopsina 0*7);
a no ser quo so postule que la interaccidn opsina-base 
de Scbiff es tal que mejora considerablemente *ogg(g /pj 
en el nuevo cromdforo. Bn este sentido, la bip6tesis de 
un complejo de transferencia de carga entre la base de 
Scbiff y la proteina es atractiva, dado que se sabe que 
en estes complejos el mécanisme de cruce entre sistemas 
es muy eficiente. En contra de esta bipdtesis, est^ sin 
embargo el que prelumirodopsina^^g se forma en menos de 
6 pseg., lo que exigiria un triplete precursor con una 
velocidad de desaparicidn tan alta que lo transformaria 
en un triplete muy aiejade de lo usual (lo).
Siguen a este primer proceso fotoquimico, una 
serie de reacciones térmicas, auyas entalpias y entro- 
pias de activacidn ban sido calculadas, y de cuyos pro-
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ductos transientes se conoce su t 1/2, su espeotro de 
absorci6ti y se cree que estdn relacionados con caroblos 
conformacionales de toda la proteina. Uno de ellos, me 
tarodonsina^^g I, con un mdximo de absorcidn a nm*
y tl/2 de 0,4 mseg. a temperatura ambients, se ha vis- 
to que toma un H*** de su entomo, compartimente externe 
del disco de bastdn retiniano, al pasar a metarodopsi- 
na^QO por lo que este proceso, el tSnioo suficiente
mente ràpido que necesita del entorno, parece el candd. 
dato para asignaTsele el papel de la perturbacidn de - 
la membrana y su hiperpolarizacidn posterior, hiperpo- 
larizacidn que es la base del primer signo de aotivi- 
dad neuz*al en la retina.
Esto nos lleva a la etapa final, la cadena - 
de acontecimientos que van desde el proceso fotoquimi- 
co y la serie de reacciones oscuras subsiguientes y la 
generaoidn del primer impulse neural. La situacidn es- 
td lejos do estar bien definida y existen por el momen 
to tres teorias fondamentales. Una de ellas postula que 
los cambios conformacionales en la opsina, regularian 
la actividad de una fosfodiesterasa de membrana, resu^ 
tando on un descenso de la concentracidn de GMP-cicli- 
co, el oual a su vez, influiria en la permeabilidad de 
la membrana. Esta hipdtesis, dificilmente aguanta la - 
critica de que las variaciones de GMP-ciclico serian - 
demasiado lentas como para disparar un impulso neorftl.
- 15 -
adfimda de la dlfloultad de expliear el c6mo de esta ini- 
ciacidn por GMP.
Es un hecho experimental, que la absoroidn de 
luz por segmentes externes origina una biperpolarizacidn 
de su membrana externa debido a un descenso en la permea 
bilidad para Na*. Se postula que este cambio de permeab_i 
lidad es debido a una liberacidn de Ca** a través de la 
membrana de los discos a la membrana pldsmatica de seg­
mentes extemos durante su irradiacién con luz. Esta se- 
gunda blpdtesis propone por tanto, que la fotdlisis de - 
rodopsina facilita el moviibiento de Oa** a través del dis[ 
co, lo que disminuye la permeabilidad de la membrana de 
segmente exteimo para Na*, biperpolarizdndola.
Una dltima teoria propone que la captacidn de 
H*** por metarodopsina^^g I séria el proceso responsable - 
de la conexidn entre proceso fotoquimico y fendmeno neu­
ral ,
Nos queda por dltimo decir, que la regeneia- 
ci6n de la rodopsina fotolizada a partir de la opsina y 
el trans-retinal liberado es un proceso bioquimiCo que - 
requiers energia.
1.2.2. Membranas fotosintdticas
Las membranas fotosintéticas conocidas hasta ha 
ce poco, eran aquellas que contenian en su estructura el 
sistema clorofila, taies como las de cromatdforos de pr_o 
oariontes fotosintéticos, y las de tilacoides de cloro-
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plastos de euearlontes. En estas preparaciones se encuen 
tran basicamente: los fotopigmentos neoesarios para la - 
recepeidn de la energia radiante y su canalizacidn a cen 
très de reaccidn especializados en utilizar esta energia 
para la separacidn de cargas opuestas, convirtiendo la - 
energia luminosa en potencial electroquimico; los enzi- 
mas y cofaptores neoesarios para el transporte electrdni- 
co motivado por este potencial, asi como aquellos reque- 
ridos para la fotofosforilacidn acoplada a este transpor 
te electrdnico; y la membrana soporte para esta maquina- 
ria y estes procesos fotosintdticos bàsicos. Los cloro- 
plastos de euoariontes son mucho màs complejos llegando 
a tener desde un sistema de reduccidn de NADP***, conecta- 
do al oiclo fotosintético, basta su propio DNA diferente 
del nuclear.
Dada la complojidad de la organizacidn estruc- 
tural de estas membranas, no es mucbo lo que se conoce - 
sobre su estructura, particularmente sobre la disposicidn 
de unos componentes con respecte a otros, y sobre esta di^ 
posicién a lo largo de las dos dimensiones de la membrana, 
por lo que su anàlisis detallado nos séria muy ilustra 
tivo aqui.
En membranas de tilacoides de plantas verdes se 
ban podido aislar fragmentes que contienen preponderante- 
raente el fotosistema I de otros enriquecidos en fotosiste 
mas IX. Por otro lado se sabe que la absorcidn de luz se
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re«üLiza por un ndmero muy elevado de f otopigment os, co- 
nocidos como pigmentes antena o recoleotores de luz, eu 
yos cromdforos tienen sus mementos de transiciàn selec- 
tivamente orientados a un determinado àngulo con respe£ 
to al piano de la membrana, no s6lo para obtener un al­
to rendiraiento en la recoleccidn de energia sine también 
para una eficiente transferencia de esta energia a su - 
través hasta los llamados centres de reaccién (de natu- 
raleza todavia no bien conocida), donde sucede el proc^ 
so fotoquimico primario y comienzan las reacciones secun 
darias subsiguientes.
Desde el punto de vista funcional, se ban ca- 
rac^erizado baatante bien los fenémenos raacroscépicos - 
que suceden en estas membranas y algunoa de los fenéme- 
nos moleculares, si bien en general se sabe poco de la 
dinàmica molecular puesta en marcha por la luz (il) (12)
(1 3 ) (14).
Las figuras 2A y 2B, muestran los esquemas 
del camino que actualmente se cree que siguen los elec- 
trones en los fotoaistemas de bacterias fotosintéticas 
y plantas verdes respectivamente,
Algunas de las especies moleculares no estàn 
identificadas todavia y mucbos de los procesos quimicos 
o fisicos reprosontados por flecbas estàn lejos de ser 
esclarecidos. Igualmente la posicién de mucbas entidadea 
tpoleculares en el ciclo es solamente provisional.
b a c t e r i o f e o f i t in a
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Figura 2A.- Esquema de fotosintesis en bacterias fotosintéticas.
1+(BClf)*p^ *= radical cation del dimero de bacteriocloro
fila. 
Bf ' = radical anién de bacteriofeofitina.
radical anion ?
.6-
-
.2 -
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.2-
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Figura 2B.- Esquema de los des fotosistemas en fotosintesis de 
plantas verdes.
(Clfa^g^z radical cati6n de dimero de clorofila a.
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Actualmente se està ponlendo especial interés 
en los aigulentes aspectos: l) Dlferenciaci6n molecular, 
entre Clf antena y Clf centre de reaccidn, entre centre 
de reaccidn de fotosistemas I y centre de reaccidn de - 
fotosistema II y entre ferrodoxina particulada y solu­
ble; 2) Naturaleza molecular del sistema de transporte 
eleotrdnico tanto ciclico como no ciclico en el lado de 
reduccidn del fotosistema I, del proceso de recombina- 
ci6n (vuelta al estado fundamental) de PyoQ+* ^680* ^ 
P7 8 0'*’* ^ del aceptor de electrones del fotosistema II;
3 ) Papel y posioi6n de los distintos sistemas redox, - 
tanto en la cadena de transporte de electrones que une 
fotosistema II con el I como en la que une el aceptor 
con el donador eri el sistema fotosintético de ba£
terias; U) Mécanisme molecular del acoplamiento del 
transporte de electrones a la fotofosforilacién (ver 
màs adelante). Todos estes son aspectos moleculares de 
la fotosintesis que estàn sometiendo a una prueba ardua 
casi agotadora, a la bioqufmica y biofisica molecular 
aetuales.
Pero una prueba de la fortaleza de estas dos 
ciencias es que en los dos éltimos afios y gracias a la 
utilizacién de distintas técnicas de espectroscopia de 
resonancia y espectroscopia éptica con resolucién en - 
el pico segundo, se ha realizado un avance considera­
ble en la caracterizacién de los centres de reaccién -
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y procesos priroarioa desencadenados en elles por la lUz
(1 5 ).
Asi se ba podido determinar la presencia de - 
dimeros de clorofila tanto en de bacteria como en
P70O ^ ^680 plantas verdes. Igualmente, se ban encon 
trade una vez màs becbos que sugleren la participacién 
de tripletes en el estado exoitado previo a la sépara- 
cién de cargas tanto en el como en el • Los d£
nadores de electrones en estos dos centres de reaccién 
se identificaron con los dimeros (BCI)^ Y (Clajg respejc 
tivamente, los cuales durante el proceso de separacién 
do cargas se transforman en los respectives radicales - 
cationes. Por otro lado, los aceptores de electrones, - 
Bf en y un aceptor todavia no identifioado molecu-
larmente pero distinto de forredoxina en P^^g, durante 
la separacién de cargas generada por la absorcién de 
luz, se tlansformerian en sus respectives radicales anio 
nés.
Una vez vistos les aspectos màs relevantes pa­
ra el présente trabajo de las membranas retinianas y las 
membranas fotosintéticas clàsicas, se expone a continua- 
cién el estado actual del proceso de canalizacién y aima 
cenamiento de la energia liberada durante la oxidacién - 
de sustratos en mitocondria y durante la absorcién de luz 
en los sistemas fotosintéticos con clorofila.
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1.3. TRANSLOCACION VECTORIAL DE PROTOIÎES COMO MECA 
NISMO UNIVERSAL DE ACOPLAMIENTO ENERGETIGO EN 
TRE CADENAS DE TRANSFERENCIA DE ELECTRONES Y 
FOSFORILACION OXIDATIVA Y FOTOFOSFORILACION
La energia que se libera durante la transfe­
rencia escalonada de electrones entre los sistemas re­
dox (cadena de transporte de electrones) en membranas 
transduotoras de energia de mitocondrias, bacterias y 
cloroplastos, es la que se utiliza para soportar todos 
los procesos celulares dependientes de energia, funda- 
mentalmente translocacién vectorial de iones o molécu- 
las en contra de un gradiente electroquimico a través 
de -una membrana y las reacciones quimicas que transou- 
rren en contra de un potencial quimico fuera de la mem 
brana.
Esta energia, que se libera durante la tran£ 
ferencia de electrones, necesita ser canalizada y alma 
cenada en alguna forma de energia potencial que evite 
su degradacién a energia termica, y permita su poste­
rior utilizacién en el memento y lugar necesario y en 
la forma adecuada. Esta forma de energia potencial se 
acoplaria directaroente a procesos que pudieson emplear 
la directamente, y sobre todo a la formacién de ATP, - 
que représenta el intermediario quimico universal de ener 
gia potencial.
Estas ideas générales estàn aceptadas por la
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generalidad de los interesadoS en el tema, pero las di£ 
crepancias surgen en cuanto a la forma de esa energia - 
potencial en la que primordialmente se atrapa la ener­
gia libeirada por la transferencia escalonada de electr£ 
ne8 deiade sistemas redox Coti potenoiales màs negatives 
a otrcs Con potencialeS màs positives, asi como en cuan 
to al mode en que esta energia potencial se acopla con 
la formacién de ATP.
A este respecte se ban propues to un gran némei 
ro de bipétesis, todas las cuales pueden clasificarse - 
en dos grandes grupos : las quimicas y las termodinàmi- 
cas. En las quimicas se postula que la energia potencial 
està almacenada y localizada en moléculas especifioas, 
mientras que en las bipétesis termedinàmicas esta ener 
gia se asocia a la esistencia de una interfase separan 
do dos compartimentes y por tanto a todo el sistema.
Entre las teorias quimicas la màs primitiva 
localizaba la energia potencial en enlaces covalentes 
especificos de "compuestos intermedios de alta energia". 
Hoy esta bipétesis està abandonada y sustituida por la 
del "acoplamiento conformacional" (l6) en la que se po£ 
tula que la energia procédante de la transferencia de - 
electrones motiva cambios conformacionales de la protei 
na que soporta el aceptor electrénico correspondiente, 
cambios conformacionales que se transmiten por interac- 
cién proteina-proteina dentro de la membrana al comple-
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jo de foaforilacién (ATP sintetaaa) para producir ATP, 
Por lo de abora no bay ninguna explioaoién molecular - 
satisfaotoria para este tipo de acoplamiento conforma- 
cional. En esta teoria la translocacién de protones es 
incidental a los cambios conformacionales.
Entre las teorias termodinàmicas destaca co­
mo la màs aceptada actualmente en Bioenergética, la - 
"teoria quimiosmética" de Mitcbell (l?). Este autor po£ 
tula que la transferencia de electrones, debido a la - 
disposicién aaimétrica de los componentes de la cadena 
de transporte electrénico motiva un movimiento vecto­
rial de protones, movimiento al que se liga la apari- 
cién de un gradiente de potencial electroquimico de H"*" 
conocido como "fuerza motora de protones", Ap, suma de 
una diferencia de potencial eléctrico a ti*avés de la - 
membrana (A Y ) y de un término de Nerbst, con la rela- 
cién de actividades termodinàmicas de a ambos lados 
de la membrana (a pH).
Este potencial quimico, por unidad de carga 
eléctrica, APi os el que va directamente a motivar la 
translocacién de otros iones en conti»a de un gradiente 
de concentracién, o bien va a utilizarse por el coropl£ 
jo de fosforilacién (ATP sintetasa) dentro de la mem­
brana pai*a la sintesis endergénica de ATP.
En los éltimos anos se ba demostrado en va­
rios laboratorios que tanto AY como ApH, cada uno por
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sepaarado, pueden motivar ainteaia de ATP, siempre que al 
canoen un valor umbral determinado, si bien en estado e£ 
tacionario solamente ApH parece estar presente en una mag 
nitud signifioativa.
La teoria quimiosmética se basa en cuatro poa- 
tuladoa fundamentales ligados a cuatro sistemas estruct£ 
rales y funcionales:
1) La ATP sintetasa es una ATPasa translocadora de 
reversible y localizada en la membrana con una este-
quiometria H^/P caracteristica.
2) Las cadenas respirâtorias y fotoredox son sistje 
mas metabdlicos veotoriales translocadores de protones, 
localized os en la membrana, con una estequiometria H^/ 
/2e caracteristica y que tienen la misma polaridad de 
translocacién de protones a través de la membrana por - 
su actividad redox de potenoiales màs negatives a poten 
ciales màs positives, como tiene la ATPasa para la hidr^ 
liais de ATP.
3) Hay sistemas portadores de solutos ligados a pr£ 
tones (o a iones bidroxilo) para transporte de metabolj^ 
tos y estabilizacién osmética.
4) Los sistemas 1, 2 y 3 estàn insertos en una mera 
brana aislante topologicamente cerrada llamada la membra 
na de acoplamiento, que tiene una fase no œuoaa que ac- 
tua de barrera osmética de baja permeabilidad para solu 
tos en general y para protones e iones bidroxilo en par 
ticular.
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Actualmente bay una considerable evidencia ex­
perimental que apoya estos cuatro postulados, si bien la 
dinàmica molecular de como sucede la traâslocaciôn de pr£ 
tones està lejos de ser conocida,
1.4. MODELOS DE MEMBRANA INCORPORANDO PROTEINAS DE
MEMBRANAS NATURALES. RECONSTITUCION FUNCIONAL
Como bemos visto basta abora, primero de un m£ 
do general y después en sistemas concretes, la estructu­
ra y dinàmica moleculares de membranas naturales son muy 
complejas y en algén momento durante su estudio, se bace 
necesario aislar sus entidades moleculares y funcionales 
concretas y reconstituirlas lo màs préximamente a su es­
tado native oorao sea posible, en modèles de membrana sen 
cilles. Estos sistemas artificiales por su sencillez y - 
peouliaridades nos permiten obtener una informacién qpe 
nuestros métodos de estudio no son capaces de obtener en 
la membrana natural, o bien la informacién que se obtie- 
ne es màs précisa y exacta.
La creciente actividad en incorporacién de pr£ 
teinas de membrana en modèles es debida, por un lado, al 
desarrollo de metodos de aislamiento y purificacién de - 
estas proteinas, y por otros a la disponibilidad de téc­
nicas para la preparacién y estudio de sistemas lipidi- 
cos artificiales.
Cada uno de los tres tipos de modèles, monoca- 
pas, bicapas planas y bicapas esfericas, tienen sus ven-
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tajas y desventajas, por lo que para cada aspecto con­
crete de estudio se utiliza selectivamente une u otro, 
y con frecuencia màs de uno, de modo que se suplan las 
limitaciones de informacién inberentes a cada uno de - 
ellos con la informacién obtenida en otro.
Asi, las raonocapas (6) nos van a proporcio- 
nar informacién sobre àrea, orientacién, empaquetaraien 
to e interacciones moleculares y transiciones y segre- 
gaciones de fase dentro de la roonocapa, asi como sobre 
las conseouencias que sobre estos paràmetros molecula­
res van a tener los cambios en la composicién, tempera­
tura etc. de la subfase. Sin embargo, cuando se requije 
ra una bicapa limitada por dos fases acuosas a cada la 
do no se podrà utilizar este método. Esta gran limita- 
cién, bace que las monocapas sean el modelo menos sa­
tisf actorio y menos utilizado de los tres. Actualmente 
(2 1 ), una técnica recientemente introducida para la 
formacién de bicapas libres de solventes orgànicos a - 
partir de dos monocapas en la interfase aire-agua, pa­
rece que va a dar a las monocapas un papel mayor, ya - 
que va a permitir por un lado correlacionar las propi£ 
dades de las monocapas con las de las bicapas formadas 
a partir de ellas asi como forraar bicapas asimétricas. 
Por lo de abora bay muy poco trabajo experimental be- 
cbo con monocapas puras de proteinas de membrana. .
Las bicapas esféricas monolaraelares (liposo- 
raas) son los sistemas sintéticos boy màs utilizados
- 26 -
con fines de reconstitucién, muy posiblemente, debido a 
que por su geometria y metodos de preparacién, la faci­
lidad con que se incorporan proteinas de membrana a su 
pared es muy grande, al contrario de lo que sucede con 
bicapas planas,
Técnicamente estas bicapas esféricas son muy 
adecuadas para estudios quimicos, calorimétricos, mor- 
folégicos, hidrodinàmicos, electroforéticos, fotoelec- 
troquimicos, y espectroscépicos de muy distintos tipos, 
si bien tienen dos grandes limitaciones. Una de ellas 
es la dificultad de variar a voluntad la composicién - 
de las dos fases acuosas limitantes. La otra es la Im- 
posibilidad de realizar roedidas eléctricas directas en 
tre estas dos fases.
Estructuralmente, los liposomas incorporando 
proteinas, son los modèles màs empleados para estudiar 
el efecto de la insercién de proteinas en su pared so­
bre propiedades de lipides y proteinas de membrana (18), 
asi como su dependencia con la composicién de la membra 
na (naturaleza de cabezas polares y cadenas hidrofébi- 
cas de los lipides, relacién lipido-proteina, natural^ 
za de otras proteinas présentes), la composicién y as£ 
roetria de las fases acuosas, gradientes eleotroquimicos 
a través de la membrana, temperatura, etc. Entre las - 
propiedades de lipides màs estudiadas en estas prepara­
ciones tenemos: microviscosidad; distribucién asimétri-
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ca entre su capa interna y externa; transiciones y sepa 
raciones de fases; libertad rotacional, traslacional 
(siguiendo el piano de la membrana) y de intercambio en 
tre las dos monocapas dentro de una misma vesicula asi 
como entre las monocapas externas de vesiculas distin­
tas. En cuanto a las propiedades de proteinas se ban e£ 
tudiado: disposicién a lo largo de la normal al piano - 
de la membrana; asimetria y topografia de las zonas ac- 
cesibles a las fases acuosas; orientacién con respecte 
al piano de la membrana; algunas caracteristicas de es­
tructura secundaria; y libertad rotacional y lateral.
Estos modèles, sin embargo, dado la escasa va 
riacién de su tamano y densidad al introducir proteinas 
en su pared se ban mostrado poco étiles para la caract£ 
rizacién de proteinas de membrana mediante métodos bidr£ 
dinàmicos y métodos de equilibrio tradicionales en qui- 
mica-fisica do proteinas.
Funcionalroente los liposomas, junte con las - 
bicapas planas, se ban empleado para reconstituir una - 
amplia garaa de sistemas tratando de reproducir, simular 
o caracterizar una funcién determinada(5)• Asi, se ban 
estudiado complementariamente con ambos modèles: selec- 
tividad ionica de ciertos antibiéticos e ionéforos obt£ 
nidos de biomembranas ; excitabilidad eléctrica que impjo 
non ciertos antibiéticos a las membranas donde se ban - 
incorporado; transporte active por incorporacién de ATP-
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asas, (Na^ - - ATPasa, Ca^^ -ATPasa, -ATPasa);
transporte de azéoares (complejo sacarosa-isomaltasa); 
reacciones de transferencia de electrones (mitocondria 
les, microsomales y fotosintéticas); reacciones de fo£ 
forilacién oxidativa (reconstitucién de sitios I, II y 
III de acoplamiento); fenémenos de fototransduccién 
(con rodopsina bacteriana y con rodopsina visual); y - 
reconocimiento de senales quimicas y formacién de com­
plejo ligando-receptor (receptor colinérgico, recepto- 
res para otras hormonas, antigenos superficiales, ato.).
Por éltimo, las bicapas planas (20) incorpo­
rando proteina tienen bastante que anadir a lo ya ex- 
puesto para los modelos anteriores, ademàs de lo dicho 
en el pârrafo anterior sobre su use junto con liposo­
mas en estudio de reconstitucién y caracterizacién fun 
cional.
Primeramente, estos sistemas sintéticos, da 
do que sus dos fases acuosas limitantes son fàoilmente 
accesibles, presentan la ventaja de poder tanto va­
riar a voluntad la composicién de estas fases, como - 
de hacer medidas eléctricas entre ellas a través de - 
la membrana. Esto bace que las bicapas planas sean e£ 
trictamente indispensables para ciertos estudios, per 
mitiendo medidas de transporte, conductividad, espe- 
sor dieléctrico, potencial y fotoelectroquimicas, con 
y sin proteinas de membrana incorporada.
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Por otro lado, dada la facilidad de orientar 
estas bicapas, son especialmente étiles para determi­
nar la orientacién de croméforos y estudiar fenémenos 
de transferencia de energia entre croméforos con sig- 
nificacién funcional (1 9 ).
Quedan sin embargo por superar en estos mo­
delos la dificultad para la incorporacién de protei­
nas asi como la frecuente no reproducibilidad de re- 
constituciones efectuadas en ellos.
Complétâmes las observaoiones al comienzo - 
de esta seccién sobre modelos con proteinas de membra 
na diciendo que su utilizacién conjunta nos va a per 
roitir utilizar la mayor parte de las técnicas dispon^ 
bles y por tanto estudiar la mayor parte de los pro­
blèmes estructurales y funcionales de membranas a di- 
ferentes niveles de organizacién y de conocimiento.
2. MEMBRANA PURPURA DE ALOBACTERIUM HAL0BIUM-BACTE3RI0 
RODOPSINA; ESTRUCTURA Y FUNCION
2.1. ANTECEDENTES HASTA 1.974
La afinidad por la sal y la necesidad de con 
centraciones de ClNa en el medio muy altas, casi de sa 
turacién, que tienen determinados microorganismos para 
vivir y reproducirse, es lo que se conoce en Microbio­
logie con el nombre de bolofilismo extremado. Estas ba 
lobacterias son Gram-negativas, aerobias obligadas, de 
color rojo o anaranjado, generalmente abastonadas, fia
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geladas ouando méviles, que se lisan cuando se exponen 
a soluolones hipoténicas (22).
Las haléfilaa siempre atrajeron la atencién 
de algunos bacteriélogos y bioquimicos, sobre todo por 
sus condiciones de vida en los limites de las posibili 
dades fisiolégicas, al igual como lo ban becbo las ter 
méfilas por ejemplo.
Ultimamente sin embargo, el interés por algjj 
nas razas de balôfilas ba crecido espectacularmente de£ 
de el comienzo de los anos setenta. El motivo fue el - 
descubrimiento por Oesterbelt y Stoeokenius (23) de un 
sistema fotosintético nuevo en su membrana celular, si£ 
tema Bacteriorodopsina, que es distinto al basta abora 
conocido sistema fotosintético de clorofila de plantas 
verdes y algas y al de bacterioclorofila de proûarion- 
tes fotosintéticos. Por su sencillez, novedad y otras 
peouliaridades que iremos viendo, este sistema se ba - 
convertido en la actualidad en una activa àrea de in- 
vestigacién bioquimica y biofisico molecular, donde 
microbiélogos, morféloges, bioquimicos, quimicos, qui- 
mico-fisioos, biofisicos y fisicos colaboran para oa- 
racterizar estructural y funcionalmente esta proteina.
Cuando suspensiones de oélulas de Halobacte- 
rium Halobium (H.H) en ClNa 4,3 M se dializan f ren­
te a soluciones de ClNa de concentracién decreciente, 
se observa que primeramente pierden su forma abastona-
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da, después su barrera celular formada por pared y mem­
brana celular se bace permeable a la mayoria del conte- 
nido intracelular, que se escapa a su través. A concen- 
traciones alrededor de ClNa 2 M la pared celular comien 
za a desintegrarse y disolverse y alrededor de ClNa 1 M 
los sacos de membrana celular vacfos se fragmentan en - 
laminitas de 100 â 500 nm de dimensién mayor, que median 
te centrifugacién en gradientes de densidad se separan 
en dos fracciones: una de baja densidad llamada fraccién 
de membranas rojas (MR) y otra de mayor densidad llama­
da firaocién de membranas pérpuras (MP) (2 5 ) .
Esta fraccién de MP vista al mioroscépico ele£ 
trénico consiste en laminitas bastante uniformes en ta­
mano con un diàmetro mdximo de alrededor de 500 nm y 5 
nm de espesor, que presentan en su superficie fracturas 
cortas y lineales, formande entre ellas àngulos de 6 0 @ 
û 1209. Espeotroscépicamente muestran una banda de absor 
cién en el visible, xmdx.^^^ nm, que en la oscuridad se 
corre a 560 nm, y quimicamente se déterminé que el 75^ 
de la membrana es proteina y el resto lipides (26).
Relacionando micrografias electrénicas de MP 
con microgrefias de membrana celular total, se dedujo - 
que el material de la fraccién de MP no estaba difuso - 
sobre la membi*ana celular sine que formaba una serie de 
àreas discretas, incluidas sin solucién de continuidad 
en la membrana celular.
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Mediante ootnbinaci6n de difracci6n de Rayes 
X a àngulos bajos y microscopdCa electr6nica, se reoono 
ci6 la exlstencia de una red hexagonal en el piano de 
MP; cuya celda unidad constaba de très moléculas de - 
proteina y 4o moléculas de lipides (2 7 ). Per electro- 
foresis en gel de poliacrilamida en SDS, se caracteri 
z6 una dnica proteina con un peso molecular aparente 
de 2 6 . 0 0 0  y en su composicién de aminoàcidos se obser 
va que un 62^ eran no polares, le que estaba de acuer 
do con la informacién obtenida por rayes X de que una 
gran parte de cada molécula ténia que estar dentro del 
interior de la membrana.
Después de observer que el color pdrpura d^ 
saparecia al extraer las membranas con solventes orgâ 
nicos o disolverla en agua con SDS, se analizé su con 
tenido en retinal y se vi6 que el retinal estaba liga 
do a una lisina de la proteina mediante una base Schiff, 
al igual que en la rodopsina visual, por lo que a es­
ta proteina de MP se le llamé bacteriorodopsina (BR), 
Esta base de Schiff no era susceptible a réactives ta 
les como NH^OH y BH^Na, a no ser que simultàneamente 
se irradiase con luz visible, con la destruccién con- 
siguiente del complejo pdrpura (x mdx. ^68 nm). Este 
complejo también se destruiaal disolver MP en BCTA a 
pH - 8,0 y se alteraba reversibleraente al bajar el 
pH a 2,5 presentando entonces un color azul (X mdx.
33 -
603 nm.) (2 6 ). Posteriormente, Mendelsohn (28) inter­
préta sus observaciones mediante espectroscopia de r£ 
sonancia Roman, como que el color pdrpura es debido a 
una base de Schiff no protonada, cuyo sistema n elec- 
trônico estd perturbado por interaccionea en la pro­
teina, posibleraente un complejo de transferencia de - 
carga entre retinilidenolisina y una o varias cadenas 
latérales de arainodcidos de la proteina, siendo el 
grupo indélico de triptéfano un buen candidate. Esta 
perturbacién explicaria en parte el corrimiento al ro 
jo existante al pasar de retinilidenolisina aislada - 
a BR o rodopsina visual.
En 1 .9 7 3 » Oesterbelt y Hess encuentran que 
suspensiones do MP en solucién 4,3 M de ClNa saturada 
en éter, se fotolizan reversiblemente con la luz, for 
mdndose un compuesto con un mdximo de absorcién a 4l2 
nm, y que on la oscuridad reaparece el complejo pdrpiJ 
ra con una constante de volocidad de 0,04 sg.~^, a 20 5 
C. El rendimiento cudntico de fotélisis era de 0,79 y 
su espoctro de accién era idéntico al espectro de ab- 
sorcién del complejo pdrpura. La regeneracién de éste, 
al contrario de la fotélisis, era dependiente de la - 
teraporatura con una energia do activacién de 11,4 Kcal. 
/mol, Por dltimo, observaron que la fotélisis va acom 
panada de un descenso en la intensidad de fluorescen- 
cia de triptéfano de la membrana y liberacién de pro­
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tones, y que la regeneracién esté ligada a la reatitu- 
clén del nivel de fluoréscencia original y captacién - 
de la misma cantidad de protones que habia aide libera 
da, teniendo ambos procesos la misma vida media que el 
proceso de regeneracién.
Este mismo ano, Oesterbelt y Krippahl (3 0 ) - 
encuentéàn una Itihibicién por la luZ de la reapiracién 
de células complétas de H,H con un rendimiento cudnti­
co de 0 ,3 . Oesterbelt y Stoeckenius (2 3 ), eatudiando - 
el efecto de la luz sobre consume de oxigeno, biosinte 
sis de MP y translocacién de protones, proponen para - 
MP una funoién fotoacopladora mediante el gradients de 
protones generado por la absorcién de luz a través de 
la membrana celular (interior alcaline con respecte al 
exterior). Estes autore» y Razi-Naqÿi y otros (3 1 ) son 
les primeros en determinar mediante flasb fotélisis una 
vida media de 5-6 mseg. para la especie transients 
(BR)^^2 * agua a temperatura ambiente, equivalents a 
la especie observada por Oesterbelt y Hess en solucién 
4,3 M de ClNa saturada con éter, con una vida media de 
13 seg. Razi-Naqvi y otros, ademàs observaron que la - 
absorcién del transients de BRj^ ^^  era fuertemente - 
dicroica y que el dicroismo no décala durante el tiero- 
po de observacién de la especie, de lo que concluyeron 
que el croméforo estaba inmovilizado en la membrana, - 
al contrario de lo que se babla observado en rodopsina
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visual (3 2 ).
En la segunda mitad do 1.973» Danon y Stoeok^e 
nius (3 3 ) comUnican ©1 papel de MP en células complétas 
en la bioslntesis de ATP motivada por la luz, confirman 
do el papel de BH como bomba de protones raovida por la 
luz, y el acoplamiento del gradient© electroqulmico pr^ 
ducido a la fosforilacién de ADP. Simultàneamento, Pac­
ker y Stoeckenius (34), utilizando un sistema totalmon- 
te sintético, al que se babla incorporado primero bac- 
teriorodopsina y que fototranslooaba H en diroccién 
opuesta a como lo bacon las células complotas, y al que 
postoriormento se aftadié -ATPasa mitooondrial, pudie 
ron reconstituir la fotofosforilacién observada por Da- 
non y Stoeckenius en células complétas. Al final de 1.973» 
Packer y Hinkle (35) incorporan BR a: liposomas de dira^
ristoil fosfatidilcolina, demostraron que la fototrans- 
locacién de protones en estas veslculas no se bloquaaba 
al bajar la temperatura por debajo de la temperatura de 
transicién del llpido, de lo que dedujeron que el méca­
nisme molecular responsable de la translocacién no im- 
plicarla un transportador mévil, sino màs bién lo que - 
se entiende babitualmente por un canal o porc. Este es­
taba de acuerdo con la rigidez do BR quo se babla visto 
en la membrana natural mediante dicrolsmo de (3l)
y difraccién de rayos X (2 7 ).
En 1 . 9 7 4  Oesterbelt y otros (3 6 ) (37) demues-
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tran la fortnacién de una apomembrana (pérdlda del «otn- 
plejo pdrpura) por acoién de la luz sobre MP, aislada 
oencélulas complétas, en presencia de NH^OH y la re- 
constitucién del complejo pdrpura mediante incubacidn 
de esta apomembrana con 1 3-cis-retinal o trans-retinal. 
Estructuralroente es significative el becbo de que, las 
apomembranas si se formaban en células complétas tenian 
una densidad mener que si se preparaban sobre MP aisla 
das. En este dltirao case tenian la misma densidad que 
MP. Este fue interpretado por diverses autores, como - 
que las moléculas de bacterio-opsina al interaccionar
màs débilment© entre si que las de BR, que normalment©
‘
forman una red cristalina, permiten la redistribucidn 
de lipidos en la membrana tras la rotura de la unién - 
retinal-bacterioopsina, sin difusién lateral de bacte- 
rioopsina a otras regiones de la membrana, ya que las 
apomembranas aisladas de células complétas no présenta 
ban màs que una séla proteina bacterio-opsina. Esta - 
rodistribucién no era posible en MP aislada.
En este mismo ano, Stoeckenius y Lozier (3 8 ) 
proponen un ciclo fotoquimico primitive completado con 
la informacién obtenida mediante espectrosoopia Raman 
de resonancia por Lewis y.otros (39), les cuales com- 
binando adecuadamonte iluminacién, deuteracién y tem­
peratura demostraron que la base de Scbiff rotinilideno- 
lisina estaba protonada en BR^^q y no protonada en la
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especie transient© » explicando que la tensién C=N
a 1 .6 2 2 cm " que babia visto Mendelsohn (26) anterior- 
roente, y atribui c a BR^^^ por suponerle fotoquimica- 
meate ©stable, procedia en realidad de BRji^ ^^  roantenida 
en estado fotoestacionario por la alta energia del la­
ser utilizado.
En este mismo ano, el grupo ruso do Skulacbev 
(4o) (4l) (4 2 ) demuestra la naturaleza electrogénica - 
de la fototranslocacién vectorial de protones por BR - 
directamente en membranas planas e indirectamente en - 
liposomasj esto es, encuentran que la distribucién as^ 
métrica de détermina un potencial eléctrico a travéa 
de la membrana.
En liposomes conteniendo BR en su membrana, 
observaron que dui^nte su iluminacién se acumulan iones 
PCB (fenildicarboundecaborano) en su interior (^  posi 
tivo en el interior con respecte del exterior), libe- 
rândose en la oscuridad de acuerdo con expérimentes - 
similares de Racker y Hinkle (35) con tetrafenilbora- 
no. Esta acumulacién de PCB sigue paralela a otra de 
atebrina, base débil, que se pone de manifiesto me­
diante la disminucién de su fluorescencia y se utili­
ze como prueba de formacién de ApH (interior mds àci- 
do que el exterior).
La prueba directe la bicieron con bicapas - 
planas a las que se babia incorporado BR de dos modos 
diatintos. Por un lado, mezclando fosfolipidos con MP
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en dooano y formando las membranas a partir de esta so- 
lucién. Por otro lado, adâorbiendo y fusionando liposo­
mas con BR a bicapas lipidicas planas pref ormadas. Eii^ - 
el primer tipo de films encontraron fotopotenciales de 
hasta 50 mV, en el aegundo de hasta 1 50 mV.
Hasta aqui era el grade de progreso que se ha 
bia alcanzado en el conocimiento de la estructura de MP 
y BR cuando nosotros nos planteamos la presents tesis.
2.2. PROGRESO REALIZADO DESDE 1-974 HASTA LA ACTUA
LIDAD
Nos queda recoger la informacién obtenida en 
estes dos éltimos anos que quisieramos bacer breve y s^ 
lectivamente, de modo que nos ayude especialmente en la 
discusién de nuestros resultados. Trataremos de ir des- 
de lo estructural basta lo funcional, primero para el - 
ano 1 .9 7 5  y después pai*a I.9 7 6 .
2.2.1. Estudios ©structurales
Eatudiando las configurasiones isoméricas del 
eroméforo de BR mediante cromatografia en capa fina de 
retinal y derivados de retinaloxima, Jan (43) ©ncuen- 
tra que la forma oscura de BR, BR^^q contiene 13-ois-re^ 
tinal, mientras que tante la forma adaptada a la luz, - 
BR^7 0 » como oontienen trans-retinal. Esto bace su
poner que no bay isomerizaoién del eroméforo durante el 
ciclo fotoquimico, lo que permit© una regeneracién ràpi^
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da del estado inioial y por tanto una alta efloienela.
Chignell y Chignell (44) utilizando très et^ 
quotas de spin derivadas del écido estedrico, ven me­
diante RFE que la ©structura de MP es muy rigida, e in 
terpretan que una gran parte de los lipidos estd aso- 
oiada oon BR, encontrando una transicién a 292 C . que 
atribuyen a un cambio estructural de BR, reversible, - 
Esto estd de acuerdo con la inmovilidad de BR observa­
da mediante dioroismo lineal con resoluoién temporal y 
con la idea de asignar a BR un mecanismo do canétl o p^ 
ro, mds quo do translocador mévil deduoida de expéri­
mentes de fototranslocacién de en liposomas por de­
bajo de la temperatura de transicién del lipide asi - 
como oon la ©structura cristalina observada por difra^ 
cién de rayos X.
Durante 1.975 aparecieron dos trabajos de d^ 
fi*acci6n de rayos X y une de difraccién de electrônes 
en M P , que vamos a comentar con detalle por su trana- 
cendencia ©structural.
Blaurock (45) propone que las moléculas de - 
BR en MP estdn dispuestas en grupos de très, con un ©je 
ternario perpendicular al piano de la membrana en ©1 - 
centre del grupo. Las moléculas de BR atraviesan la mem 
brana de lado a lado y se orientan todas en la misma - 
direccién. Encuontra una discrepancia entre las très - 
moléculas de BR que su modèle introduce por celda und^
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dad, y el néraero oalculado, 3,4, a partir del voluinen 
de la celda unidad, el peso molecular de BR de 26.000, 
y demds dates analiticos disponibles basta entonces. 
Aderads, propone que los lipidos estdn dispuestos en - 
dos capas, como en una bicapa, pero probablement© con 
una distribucién cuantitativa asimétrica, y posible- 
mente estdn localizados en regiones dicretas de unoa
o
20 A de didmetro, entre los grupos de proteinas. Con 
respecte a la ostructur de BR misma, sugiore la exi^ 
toncia de segmentes de a-bélice mds o menos perpendi- 
culares al piano de la membrana y empaquetados, de los 
que al menos dos estarian un poco inclinados con res­
pecte a los otros.
A partir de su diagrama de difraccién, Hen­
derson (46) propone una estructura muy parecida a la 
de Blaurock, esto es, proteinas y lipidos empaqueta­
dos en una red hexagonal • Las proteinas dispuestas 
en una séla capa y orientadas en la misma direccién - 
através de la membrana, y los lipidos formando dreas 
de bicapas entre las proteinas. En cuanto a la estrujc
tura de BR, propone la existencia de segmentes de o-b^ 
o
lice de 25-35 A de largo, perpendicularmente dispues­
tos con respecte al piano de la membrana, agrupdndo- 
se en superbélices.
Por éltimo, Henderson y Unwin (4?) constru- 
yen un mapa tridimensional de la membrana con una r^
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solucién de 7 A, mediante microscopia electronica, una 
viata del cual se muestra en la figura 3A» En alla se - 
Ven moléculas de proteina agrupadas alfodedor de un eje 
ternario y los limites probables de una de ellas estdn 
marcados con linea discontinua. Cada proteina contiene
o
7 segmentes de a-bélice de 35-40 A de longitud, dispues^ 
tes perpendicularmente al piano de la membrana, empaqu^
o
tados a distancias de 10-12 A entre si y ligeramente in 
clinados unos con respecte de los otros a àngulos entre 
cero y 209, que supondrian un GO^ de la proteina, para 
un peso molecular de 26.000. A partir de este mapa se 
ba construido un modèle para BR, figura3B con unas di-
o
mensiones totales para la proteina de 25 x 35 % 45 A, 
la dimensién mayor perpendicular al piano de la membra­
na y paralela a las a-bélices. El agrupamiento de las - 
très proteinas raàs préximas alrodedor del eje ternario, 
se realiza, de modo que très a-belices de las siete de 
cada proteina se disponen formando una corona central -
o
de nueve a-bélices, con una separacién de 10 A entre b^ 
lices vecinas. El resto de las bélices forma una corona 
externa a la anterior de 12 a-belices con una distancia 
entre bélices vecinas e inclinacién mayores que en la - 
corona externa. Esta inclinacién lleva a una superposi- 
cién cuando se miran perpendicularmente al piano de la 
membrana, y la direccién de esta inclinacién coincide - 
con la que tendria una superbélice izquierda formada por
BFigura 3«- A, mapa tridimensional de la membrana purpura obtenido 
por microscopia electrdnica con una resolucidn de 7 A. 
B, modelo propuesto para BR (HENDERSON, R. y UNWIN,N.T 
Nature, 2^, 28 (1.975)).
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a-bélices derechas. En el centre de la corona interna,
o
queda un espacio de 20 A de diàmetro, que ostaria relie 
no de lipidos en forma de bicapas. Igualmente los espa- 
cios entre estes agrupamientos de proteinas estarian ll£ 
nos con bicapas lipidioas.
Por tanto> en este modelo, BR séria una prote^ 
na globular expuesta a ambos lados de la membrana. A la 
resolucién conseguida no se puede discernir ni las conje 
xiones entre bélices, ni la molécula de retinal.
Dos grupos independientes (48) (49) (50) ban 
demostrado que el espectro de D.C. de MP en el visible 
consta de dos contribuciones, una banda positiva ancba 
centrada a 5 7 0 nm. debida a la interaccién retinal-pro- 
teina y una banda bifàsica de acoplamiento excitonico - 
debida a la interaccién entre los croméforos de oomple- 
jos pdrpura de moléculas vecinas en la red hexagonal.
En experimentos de regeneracién de apomembranas con reti 
nal, se observa que la intensidad de la banda positiva 
aumenta linealmente con el porcentaje de reconstitucién 
mientras que la banda oxciténica bifàsica aumenta cua- 
drdticamente con este porcentaje, lo que explioa su 
procedenoia de acoplamiento exciténico entre croméforos 
vecinos. Todo ésto està muy de acuerdo con la estructu­
ra propuesta por rayos X, los experimentos de dicroismo 
linoal con resolucién temporal de BR^^g y los recientes 
experimentos de biogénisis de MP y BR (5l) (52).
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Becher y Casin (53) a partir de la eliptiei^
dad molar media por residuo a 223 nm obtenida para MP
2
de -1 5 ,9 0 0 grades cm /dmol, utilizando un peso molecu­
lar por residuo de 103, un peso molecular para BR de - 
2 5 .0 0 0 , un coeficiente de extincién de 63 mmol  ^cm  ^
a ^68 nm y unos valores "standard" para las elipticida
des de a-bélices y cadenas estadisticas de -3 2 ,6 0 0  y -
2
-2,34o grades cm /dmol respectivamente, y sin bacer nin
gdn tipo de correcciones, estiman groseramente un con-
tenido en a-bélice en BR del 455^ , el mayor obtenido ba^
ta el momento para proteinas de membrana. Estes mismos
autores no observan cambios en el espectro de DC que -
permitiesen suponer alteraciones en las interacciones
proteina-proteina, o modificaciones importantes en
estructura secundaria y terciaria durante la fotol###^
bv
rizacién BR^ ^^ î;^ :i2=2?BR^^q , salvo que en BR^^g (trans-re 
tinal) el retinal estd màs fuertemente ligado a la pro^  
teina y ésta impone sobre él una mayor constriccién au 
sente de simetria, que en BR^^^.
Desde el punto de vista estructural queda por 
decir que, Bridgen y Walker (54) obtuvieron un peso mjo
lecular para BR de 2 5 .000 jf 1000 mediante equilibria -
de sedimentacién en 0,1% de SDS, utilizando un volumen
especifico parcial medido en el mismo medio de 0 ,6 9 1 »
Estos autores igualmente digieren MP antes y después - 
de reducir con BH^Na e iluminacién con luz visible y -
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comparando los mapas peptidlcos de estas dos muestras 
ven que une de los péptidos babia cambiado de niovili- 
dad. Después de aislar este péptido, encuentran que - 
bay dos Usinas en su secuencia, de las cuales, sélo 
una se succinilaba después de la reducoién de MP, lo 
que les lleva a postular que es el péptido donde se - 
liga el retinal a la proteina. Ademàs, por el caràcter 
bidrofilico del péptido y la presencia de prolina en 
su secuenôia, les bace suponer que se ti*ata de una 
unién entre dos a-bélices que penetran la membrana.
Los aspectos esénciales de la informacién - 
recogida en diferentes laboratories (55) (5&) (57) (58)
(5 9 ) (6 0 ) (6 1 ) (6 2 ) durante 1 .9 7 5-1 .9 7 6  para el ciclo 
fotoquimico de BR y su relacién con la translocaoién 
vectorial de protones se resumen en la figura 4. En - 
general la informacién de los diferentes grupos coin­
cide, si bien bay algunos aspectos polémicos para los 
que no se tardarà en alcanzar un acuerdo. No es este 
el lugar para entrar en el anàlisis del grade de sim^ 
litud entre el ciclo de BR y el de rodopsina visual, 
pero si al menos senalarla, dadas las posibilidades - 
de explotar el sistema BR para un mejor conocimiento 
del mecanismo de fotorepcién visual y su evolücién fi 
logenética.
Lewis y otros (63)detectaron fluorescencia 
proviniente del complejo pdrpura con un mdximo de emi^
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si<5n a 800 ntn, un tiempo de vida media de 15 ps a tern 
peratura ambiante y un rendimiento cuàntico de fluore_s 
cencia de 2 x 10 , calculando un tiempo de vida radia
tivo de alrededor de 100 ns. Estos autores postulan 
que posiblemente esta fluorescencia proviene del tran­
sient© previo a la formacidn do identificado
provisionalmente como BR^g^ por Kaufman y Col. (6l) con 
un tiempo de vida media de 15 ps.
2.2.2, Estudios funcionales
Pasamos ahora a relacionar breveroente la in- 
formaciôn obtenida sobre las funciones de BR en células 
complétas. Hildebrand y Dencber (64) observan que estas 
células presentan una respuesta fotofébica inversa, e^ 
to es, al disminuir la luz en su caroino se paran y co- 
mienzan a moverse en direccién opuesta, y que el espec^ 
tro de aocién de esta respuesta coincide con el de BR. 
Postulan entonces, que BR es el fotoreceptor responsa­
ble de esta respuesta que asegura que la célula se man 
tenga en zonas de luz étil para la biosintesis de ATP.
Varies grupos (65) (66) (6 7 ) continuan estu- 
diando la sintesis de ATP en células complétas y eva- 
luando el gradiente de potencial electroquimico de pro^  
tones (A p) inducido por la luz y sus dos componentes 
AY y ApH, mediante la utilizacién de iones lipofilicos 
que se distribuyen a ambos lados de la membrana siguien 
do este gradiente electroquimico.
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De especial interés son los experimentos de 
Lanyi y otros (6C) (6 9 ) (70), realizados en vesiculas 
de membrana de H.H. En elles demuestran el acoplamien 
to de Ap inducido por la luz directamente al transpor 
te active de iones roetàlicos y moléculas, sin necesi- 
dad de bidrélisis de ATP. Asi, primeraroente demostra­
ron que la acumulacién de leucina en el interior de -
estas veslculas estaba gobernada por el components AY
(interior negative) del fotopotencial electroqulmico, 
y era dependiente de Na^ externe a pH =: 6,5, por lo - 
que propusieron un mecanismo de cotransporte leucina- 
-Na*. Igualmente, postulan que la acumulacién en el - 
interior de la vesdCcula del anién glutamato estA aco- 
plada por un mecanismo de cotransporte, a un gradien 
te de Na^ (Na* fuera/Na* dentro >>l), generado por un 
sistema de antitransporte de Na* con un catién (por
ejemplo H*) o un cotransporte de Na* con un anién
(cl é OH por ejemplo), a su vez movidos por el gra­
diente de potencial electroqulmico inducido por ilum_i 
nacién de las veslculas. En un trabajo posterior de­
muestran, que lo que realmente sucode es que este fo- 
topotencial ( Ap) raueve un mecanismo electrogénico de 
antitransporte H*/Na* (H*/Na* > l) que détermina la -
salida de Na* bacia el exterior y por tanto la forma- 
cién de un gradiente de Na* (Na* fuera/Na* dentro>>l). 
Este gradiente postulan que actuarla de sistema de acjo
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plainiento intermedio entre ^p generado por la luz y 
otroa procesos que requieren energia a nivel de la - 
membrana, como por ejemplo el transporte active de - 
glutamato.
Terminâmes por dltimo esta exposicién sobre 
los antecedentes del sistema BR, con una revisién de 
los experimentos realizados en los dos dltimos anos 
en modèles de membrana.
Lozier y otros (70) utilizando dos modèles 
cerrados de membrana,.une natural, las veslculas de 
membrana celular de H.H. y otro sintético, liposomas 
con BR, modèles en los que BR esté opuestamente orien 
tada en la membrana en une con respecte del otro, de­
muestran que la liberacién de H* sucede en el lado ex 
traoelular y la toma de H* en el lado oitoplasmâtico. 
Igualmente ven que la acidificacién del medio en vesjÇ 
culas de membrana de H.H. tiene un t 1/2 de aparicién 
mener de 1 ms. al igual que en MP aislada en agua, y 
que la aloaïinizacién en el medio de liposomas con BR 
tiene un t 1/2 de 10 ms. comparable al de MP aislada 
en agua. Estos fenémenos que en MP aislada relajan en 
la zona del ms. siguiendo una doble exponencial, en - 
los modèles de membrana estudiados no relajan comple- 
taroente hasta pasados varies segundcs y todavdta no es^  
tén satisfactoriamente interpretados.
Très trabajos (72) (73) (74) ban aparecido
—  M-u —
confinnando y extendiendo los trabajos originales del 
grupo de Skulacbev en bicapas planas con BR. En todos 
elles se bace un intente de resolver temporalraente la 
aparicién de fotocorrientes y fotopotenciales medidos 
directamente, pero en ninguno se llega a una resolu­
cién temporal suficientemente grande como para ligar 
estas medidas fotoelectroquimicas a lo que boy ya se 
sabe del ciclo fotoquimico de BR.
2.3. ATRACTIVO DE MP DE H.H. 60M0 MATERIAL PARA
ESTUDIOS QUIMICO-FISICOS
Terminâmes esta relacién de antecedentes con 
una relacién de las ventajas que presentan MP y el si^ 
tema BR para estudios quimico-fisicos sobre proteinas 
de membrana, fototransduccién de energia y fotorecep- 
cién (visién), ventajas que ya bemos visto implicita- 
mente anteriormente y que abora recogemos explicitamen 
te con el fin de justificar la seleccién de este mate­
rial .
a) La fuente biolégica del sistema es barata y 
abondante, y las técnicas preparativas son minimas. El 
H.H., como baléfila que es, requiere alta concentracién 
de ClNa en el medio de cultivo, lo que bace que no ten 
gamos problemas de contaminacién ni de esterilizacién. 
Igualmente dado que la preparacién de MP es muy senci- 
11a y que BR es la énica proteina de MP, la preparacién 
del sistema de trabajo es poco exigente, como se requie
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re en un laboratorio no bioquimico como el nuestro,
b) Estructuralroente, dado que BR estd formando una 
red cristalina en MP, présenta la singularidad de que - 
ademds de los métodos tradicionales de quimica-fisica 
de proteinas en solucién que son los dnicos utilizables 
por el momento para la mayoria de proteinas de membra­
na, es especialmente susceptible de oaraoterizacién es­
tructural en la propia MP por métodos de difraocién. Esi 
to ba becbo que sea la proteina de membrana para la que 
se conoce su estructura con mds resolucién (7 A). Ade- 
mds su tamano os relativamente pequeno y su grade de - 
desnaturalizacién o renaturalizacién se puede seguir con 
criterios estructurales (oaracteristioas espeotroscépi- 
cas del complejo pdrpura) ademds de funcionales (foto- 
translocacién vectorial de protones).
c) Funcionalmente, el sistema BR es muy sencillo - 
si lo comparâmes con el sistema fotosintético de cloro- 
fila , o el sistema fotoreceptor de rodopsina visual, y 
esta funcién se puede reproducir oon facilidad en modè­
les de membrana quimicofisicamente bien definidos. Como 
bemos visto ant©riormente, el sistema BR transforma di­
rectamente energia luminosa en energia electroquimica - 
potencial. Por otro lado, se incorpora con gi*an facili­
dad a todos los tipos de modèles de membrana existantes, 
lo que va a permitir utilizar la mayoria de las técni­
cas disponibles y por tanto estudiar la mayor parte de
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los problemaa funcionales a diferentes niveles de com- 
plejidad.
d) Otras ventajas son: l) La posibilidad de que - 
con los mismos estudios avanzar en campos intimamente 
ligados hoy frontera en la bioquimica fisica, la estrue 
tura de proteinas de membrana, la intereenversi6n de - 
formas de energia en interfases biolégicas (concreta- 
mente fotosintesis) y el reconocimiento de sonales por 
receptores (oonoretamente fotorecepoidn); 2) El ciclo 
fotoquimico de BR es terraoreversible, lo que supone 
una gran ventaja desde el punto de vista experimental* 
sélo apreciada en toda su extensién por aquelloS qbe - 
trabajan con rodopsina visual; 3 ) Las suspensiones de 
MP y modèles esférioos de membrana con BR son éptica- 
mente aceptables y sus croméforos (aminoàcidos aromàti^ 
ces y complejo pdrpura) estàn espectralmente bien sepa 
rades ; 4) El gran interés actualmente en distintos la­
boratories de muy distinta naturaleza por la dilucida- 
cién de la estructura y funcién de este sistema BR.
3 . OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO DE LA PRESENTE TESIS
Como bemos visto en la introduccién, la unién 
de étomos y moléculas relativamente sencillos desarro- 
llada por la naturaleza en ©structuras altamente orga- 
nizadas, permiten modos de reaccién de extraordinaria 
especificidad y eficiencia. Asi por ejemplo, en membra
-  51 -
9 betnos visto que au cad eti-ac^  «plada-
mente fenémenos tales como: absorcién de luz, transfe^ 
rencia de eleotrones, separacién de cargas y los con- 
slguientes cambios de potencial eléctrico, flujo de - 
iones y sintesis de ATP. La base de todos estos fené- 
menos es la dinémica molecular de la estructura en 
cuestién.
Siguiendo a Witt (l3)» cada problema en bio- 
qulraica-fisica, esto es, el conocimiento de la dinàrad^  
ca molecular de un sistema biolégico cualquie3?a, tiene 
que ser atacado desde cuatro Angulos distintos:
a) Fenémenos macroscépioos. Los numerosos ciclos 
funcionales de la maquinaria molecular, todavia desc£ 
nocida, se bacen aparentes mediante fenémenos observa 
bles a nivel maorosoépico,
b) Organizacién estructural. El conocimiento so­
bre la naturaleza quimica de los distintos componentes 
que forman la estructura del sistema en cuestién, asi 
como su localizacién en el espacio y en funcién del - 
tiempo, es una etapa ineludible para llegar al conoci 
miento de la dinàmica molecular de un sistema funcio­
nal «
o) Hipétesis. Esta es una etapa en el desarrollo 
de oualquier oonocimietito cientificc altamente benefi 
ciosa para ordenar, correlaoionar e interpretar los - 
datos expérimentales existantes sobre el objeto de e£
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tudio, asi como pai»a determinar el curso posterior de ac- 
oi6n. Como explicaciones provisionales que son, las hipé­
tesis iraplican la necesidad de buscar ovidencias ulterio- 
res.
d) Fenémenos moleoulares. Es évidente que la informa 
cién màs inmediata sobre la dinàmica molecular responsa­
ble de la funcién de un sistema biolégiOo es aquella obtja 
nida a partir de medidas mAs o menos directas de los acon 
tecimientos molecularos. Con frecuencia, sin embargo, es 
la etapa en la que se encuentran mAs dificultades, por 
las limitaciones inberentes a mucbas de las técnicas cuan 
do se aplican al estudio de la dinAmica molecular de cada 
une de los componentes en la estructura nativa, esto es, 
aquella que todavia guarda las oaracteristioas funciona­
les del sistema biolégico original. En este sentido, los 
modèles, sistemas quimico-fisicamente mAs sencillos y mje 
jor definidos, son de especial interés como ya vimos an- 
teriorraente al bablar de modelos de membrana.
La tesis general es por tanto que la dinAmica - 
molecular de BR en MP, y por tanto su actividad fototran^ 
locadora de protones, su actividad fotosensora y otras po^  
sibles funciones que se le pudiesen atribuir en el future, 
se basan como las demAs propiedades macroscépicas de MP y 
BR, en sus oaracteristioas estructurales y en las conse- 
cuencias que perturbaciones quimicas o fisicas, particu- 
larmente absorcién do luz, tienen sobre estas propiedades
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estructurales.
Vistos los antecedentes al tema objeto de la 
prsente tesis y senalados los posibles niveles de estu­
dio a utilizar, contamos nos sea fAcil el esquematizar 
nuestros objetivos y plan de trabajo.
3.1 OBJETIVOS
Si tenemos en cuenta la informacién existante 
basta 1 .9 7 4  sobre MP y BR, fecba en que se empezé esta 
tesis, vemos que babia discrepancies sobre algunos datos 
analiticos, se carecia de un estudio de solubilizacién 
y segregacién de los componentes de MP, por tanto no se 
podia bacer ningén estudio con métodos quimicofisicos - 
sobre tamano, forma y peso molecular de BR en solucién, 
no se ténia informacién sobre la topografia de BR en la 
membrana ni sobre su polàridad, y pràcticamente no se - 
babia becbo adn ningén intento de estudio estructural - 
de BR en modelos de membrana.
Si bien nos bubiese gustado estar ya en disp£ 
sicién de bacer estudios sobre fenémenos moleculares en 
MP y BR relacionados con su funcién fototranslocadora - 
de protones, nuestro laboratorio no estaba todavia dis- 
puesto para ello y sx lo estaba para bacer estudios es- 
tructurales, etapa ineludible al fin y al cabo para lljs 
gar al conocimiento de la dinAmica molecular de un sis­
tema funcional, como vimos anteriormente. Por ello se - 
decidié que el présente trabajo fuese fundamentaimente
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©structural y los objetivos que tios sefialamos fueron los 
siguiontes.
a) Mejorar el conocimiento de algunaS propiedades  ^
macroscépicas y de composicién quimica de MP y BR,
b) Conocer el proceso de solubilizacién y Segrega­
cién de los componentes de MP en agua mediante detergen- 
tes y la solubilizacién de BR en agua libre de detergen- 
tes.
c) Caracterizar el tamano, forma y peso molecular - 
de BR libre de lipidos en solucién acuosa oon y sin de- 
tergontea.
d) Obtener informacién sobre topografia y polaridad
de BR en MP.
e) Caracterizar estructuralmente BR en modelos de - 
membrana a los que se babia incorporado.
f) Mejorar el modelo de MP y BR existent© en la ac- 
tualidad.
Paia tiatar de alcanzar estos objetivos nos hi- 
cimos el siguiente plan de trabajo.
4.2. PLAN DE TRABAJO.
a) Propiedades macroscépicas de MP
- densidad en agua
- contenido en proteina, lipidos, fésforo y re­
tinal
- coeficientes de extincién de BR en distintas 
condiciones y longitudes de onda*
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b) Solubilizaci6n de MP y BR en soluciones acuogas 
con y sin detergentes,
- isotermas de uni6n MP-detargente mediante cen 
trifugacidn diferoncial.
- isotermas de unién d et argent e-MP, -IdCpidoa de 
MP y -BR en agua mediante calorimetria.
- aegregacidn lipido-protefna con detergentea - 
mediante centrifugacidn en gradientes de den- 
sidad,
c) Tamano, forma y peso molecular de BR en agua con 
y sin detergentea.
- caracterizacidn bidrodinàmica, eoeficientes de 
sedimentacidn y difusién.
- voluraen especifico parcial.
- equilibrio de sodiraentaci6n,
d) Topografia y polaridad de BR en MP.
- digestion con proteasas de BR de MP aialadas,
MP fotolizadas, MP en células complétas y BR 
en agua libre de detergentea.
- caracterizacidn de los productos solubles y - 
particulados de digestion.
e) Estructura de BR en modelos esfdricos de membrana
- caracterizacidn quimica, morfologia, bidrodinà 
mica y espectroscépica.
f) Contribuoidn de estes estudioa al perfeccionamien 
to del modelo estructural existante en la actualidad.
— ^6 —
4. INVSSTIGACIONES FUTURAS SOBRE EL TEMA
Después de ver la informaci<5n ya existante S£ 
bre estructura y funcidn de MP y BR, recogida en seccidn 
2 de este capitule, no es dificil el preveer en qué as- 
peotos se va a poner màs interés en les prdximos afioa, 
y sobre todo,no es dificil el relatar qué aspectos se - 
nos presentan corao mds atractivos para nosotros. Este - 
es lo que vaincs a esquematizar a continuacién:
a) Estructura de MP y modelos de membrana con BR.
- estudioa por difraccién, mejorando la reaolu- 
cién y el anàlisis de reaultados de modo que 
permitan obtener un modelo xné.a de acuerdo con 
todos los dates expérimentales existentea. Uno 
de los aspectos criticos en el modelo actual 
es la falta de reconocimiento de polaridad de 
BR en MP.
- eatudio ulterior del tamano, forma, orienta- 
ci6n y comportaraiento bidrodinàmico de BR en 
membrana y en solucién, mediante métodos hidro^ 
dinàmicos de equilibrio, épticos, y aquellos 
basados en la carga y distribucién de carga. 
Nos referiraos por ejemplo a la determinacién 
de la orientacién de retinal con respecte al 
piano de la membrana, mediante dicroismo li­
neal en membranas orientadas, o a la determi 
naoién del tiempo de difusién rotacional de
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BR en diatintas preparaciones mediante dioroiamo 
lineal oon resolucién temporal, o a la détermina 
ci6n de grupos ionizables accesibles al agua du- 
i*ante la fotélisis, o a la oaracterizacién de la 
polimerizacién de BR libre de lipidos en agua 
etc.etc.
- cstudio del comportaraiento superficial de BR en 
monocapaa y bicapas. AsdC, la determinacién del - 
éroa de BR o la regeneracién del oomplejo piSrpu- 
ra en monocapas puz*as, la formaciétl de bicapas - 
planas libres de solventes orgànicos a partir de 
dos monocapas con BR, la topografia y polaridad 
de BR en liposomas mediante digestién proteoliti 
ca y fotélisis en presencia de NH^OH etc,etc.
b) Mécanismes de fototranslocacién de protones en mem 
branas con el sisteroa BR.
- estudios mediante métodos fotoelectroquimicos de 
la generacién de fotocorrientes y fotopotencia- 
les en bicapas planas con BR. Comprendiendo el - 
anàlisis de las variables déterminantes de foto- 
corrientes y fotopotenciales taies como pH, asi- 
metria y concentracidn de iones, potencial de mem 
brana etc., el anàlisis cinético con resolucién 
temporal no peor de 1 ms. etc. etc.
- caracterizacién ulterior de especies transientes 
goneradas por fotélisis de BR y su iraplicacién en
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el mécanisme de translobacién vectorial de proto­
nes mediante espectroscopia do adsoroién y émi­
sion. Aqui aspectos taies como, la correlacién - 
del grado de cristalinidad e integridad de BR con 
la eficioncia cuéntica de translocacién de proto 
nés, o la caracterizacién estructural de los dis- 
tintos transientes generados por fotélisis median 
te fluorescencia y polarizacién de fluorescencia, 
la caractorizacién del primer estado excitado de 
BR, la determinacién del pK de posibles grupos i£ 
nizables implicados en la translocacién de en 
las distintas especies transientes, etc. etc., - 
son todos ollos de gran transcendencia.
Contâmes con que este capitule de introduc- 
ci6n, antecedontes y plantearoiento de la présente tesis, 
que no homes sabido hacer mds corto a pesar de nuestros 
propésitos, sea de utilidad a los posibles lectores in- 
teresados en el tema y a nosotros a la bora de discutir 
nuestros resultados y de perfilar las conclusiones que 
80 derivan de les mismos.
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES
-  su -
2.1. METODOS PREPARATIVOS DEL MATERIAL DE ESTUDIO
2.1.1. Cultive de Halobacteriup Halobium (H.H.)
2.1.1.1. Procedéiioia y tipo de cepaa de H.H.
La oepa de H.H, empleada en este trabajo ha si- 
do la mutante R^M^, la cuàl esté exenta de vacuolas gase£ 
sas que impiden una total separaoién de las fracciones ro^  
ja y pdrpura (l) y no sintetiza bacterioruberina. Esta cje 
pa fue facilitada por el Dr. Oesterhelt, a quien expresa- 
mos aqui nuestro agradeoimiento•
2.1.1.2. Condiciones de cultive
Esquemétioamente seguimos el procedimiento de - 
Oesterhelt y Stoeckenius con ligeraa modificaciones (l) -
(2) (3).
En un principio empleamoa un incubador con agi- 
tacién (New Brunswick Scientific Co. Inc.), manteniendo - 
110 rpm. durante las primeras 48 b. y bajando a 90 rpm* 
basta el final del crecimiento. La iluminacién se mantuvo 
con cuatro Idmparas de tungsteno de 100 W, c.u*, coloca- 
das en la ventana del incubador. Durante todo el proceso 
la temperatura oscilé entre 3 6 -3 8 8 C. Utilizanros doce er- 
lenmeyer de 2 1. con 7 0 0 ml. de medio de cultivo cada uno 
de ellos.
El crecimiento del cultivo se siguié determinan 
do la absorbancia a 6 6 0 nm., dando por finalizedo éste 24 
b. después de alcanzar la fase estacionaria. La duracién
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media de un cultivo era de 7 dias y el mdximo valor de 
absorbancia alcanzado fue de 0,325 (figura l). El ren- 
dimiento medio en MP, por 9 1. de cultivo ez*a de 50 ±
2  7 mg. de peso seco de MP.
Con objeto de conseguir un mayor rendimiento,
con el consiguiente aborro de tiempo en los trabajqs - 
preparativos, se construyé en los talleres del Instit^ 
to "Rocasolano” un fermentador diseAado por el Dr, D.
J. L. Saiz en el que se analizaron las condiciones 6p-
timas para el crecimiento del H.H. y sintesis de MP. E^
quemdticamente aparece disefiado en la figura 2. Toda - 
la parte de vidrio es pirex y oonsta esencialmente de 
los siguientes elementos:
- Un reactor de vidrio cilindrico de 10 1, de ca- 
pacidad, con boca ancba de cierre piano con un serpen­
tin interior de vidrio para circulacién de agua de re- 
frigeracién de 10 m. de longitud y 11 mm. de diàmetro.
- En el interior lleva encapsulados en vidrio cua 
tro tubos fluorescentes de 6 V de potencia c.u.
- Rodeando al reactor bay 10 tubos fluorescentes 
circularos de 32 W de potencia c.u.
- El medio de cultivo se bomogeneiza continuamen- 
te con un agitador roagnético.
- En la boca del reactor bay entradas para el agua 
de refrigeracién, tubo de aireacién, termémetro y son­
da de control de temperatura. Todo este conjunto esté -
A
6 6 0
120 160 200 260
t .  h o r  os
Figura 1.- Curva de crecimiento del H.H. en fermentador
con agitaci&n ( ) ;  y en fermentador eatàtico con un 
Apresi6n de aire de 10 cm. Hg (-tA-) , 6 cm. H g (-A- )
y 10 cm. Hg durante las primeras 120 h. y 6 cm. Hg 
hasta el final (-0- ).
Figura 2.- Esquema del fermentador estdtico: 1, salida de agua.
2 , entrada de conexiones eléctricas. 3 » entrada de 
aire comprimido y sonda de control de temperatura.
4, envuelta reflectora. 5 > entrada de agua. 6 , tu­
bos fluorescentes internes. 7 , tubos fluorescentes 
externes. 8 , serpentin de refrigeracidn. 9 » agita­
dor magndtico.
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encerrado en un reflector cilindrioo que proyecta toda 
la luz de los tubos fluorescentes hacia el reactor,
- El 6gua de refrigeracidn procédé de un terœosta 
to que mantiene a 37 + 0,5- C. la temperatura en el in 
terior del fermentador.
- La aireacidn se mantiene con una aguja de aeero 
inoxidable de 2 mm. de diàmetro interne que llega al - 
fonde del fermentador, a trav6s de la cual inyectamos 
una oorriente continua de aire, que contrôlâmes median 
te una Have de paso, midiendo la diferenoia de presidn 
que ejerce sobre un mandmetro de mercuric. Experimental 
mente déterminâmes las condioiones dptimas para un orje 
oimiento tndximo.
La duraoidn media de un cultivo ha side de 9 
dias, llegando alcanzar en la faso estacionaria a 6 60  
nm. una absorbancia de 0,58 (figura l) y un rendimiento 
de MP de l45 + 10 mg.
2.1.1 .3 . Medio de cultivo
El medio de cultivo empleado contiene por 1.: 
ClNa, 2 5 0 g. ; SO^Mg.7 HgO, 20 g. ; citrate tris6dico,
2 HgO, 3 g-f CIK, 2 g. ; Bacto-Peptona Bacteriological 
Technical (Difco 0885-02, Difco Laboratories, Detroit, 
(Michigan) , 10 g. Con NaOH 2N so ajusta el pH a 7,2. Se 
hierve durante 10 min. se filtra a travës de papel de 
filtre y se mantiene a baja temperatura hasta su utili-
z a c i 6 n .
Al tc-riGr’ una dnica cepa do H.H. en el labora 
torio y sabiendo que solo las haldfilas obligadaa pue- 
don vivir c-n este medio, no es necesario trabajar on - 
condioiones ostérilos.
Cuando so deseo preparar membrana marrdn (MM), 
al medio de cultivo se anadid nicotina, 10“^ M, que es 
un inhibidor de una de las etapas finales de la biosfn 
tesis de retinal (4),
2,1.1.4. Mantenimiento de cepas de H.H.
El mismo medio de cultivo, conteniendo 1,8^ 6 
de Bacto-Agar (Laboratorios Difco) se esteriliza a 1209 
C. durante 30 min, y en caliente se transfiere a tubos 
de ensayo de 20 x 4 cm., basta la mitad de su capaci- 
dad aproximadamente. Estes se colocan con una inclina- 
ci6n de unos 309, y una vez solidificado el agar y en 
condiciones asôpticas se siembran con las cdlulas del 
tubo patrdn anterior. Se incuban en idénticas condicijo 
nes de luz y temperatura que los cultives y una vez 
crecidos se guardan a baja temperatura (2 à 49 C.).
Uno de estes tubos, previamonte ae&alizado 
como patrdn, se réserva para inocular la prdxima siero 
bra sobre agar, generalmente cada 3 4 meses, asegu-
rando asf el mantenimiento de la pureza de la oepa.
2.1.2. Fraccionamiente subcelular
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2,1.2.1. Preparaci6n de membrana pdrpura
Todas las operacionos se realizan a baja tem­
peratura. Las células del medio de cultivo se recogen - 
centrifugando a I3 .OOO xg dutante 20 min. y a 4s 0. Los 
pellets se resuspenden en 100 ml. de ClNa 4M a los que 
se agregan 5 nig. de DNasa (Actividad aproximadamente 
l400 unidades Kunitz por mg. de proteina. Sigma Chemical 
Company, St. Louis, Missouri). Se ponen a dializar fren 
te a 5 1 * do agua destilada, cambiando 6sta a las  ^ 6 h 
h . de iniciada la diàlisis y continuando 6sta duarante - 
una noche. El choque osmdtico lisa las células y la DNasa 
previene la formaoidn de alta viscosidad como consecuen 
cia do la liberacidn de ADN.
El lisado, de un color rojo pdnrpura, se centri^ 
fuga durante 10 min. a 1 0 .0 0 0 xg con objeto do eliminar 
cualquier suciedad acumulada. Se descarta el precipitado 
y el sobrenadante se centrifuga a 5 0 .OOO xg durante 30 
min. El sobrenadante rojo anaranjado se descarta y el - 
precipitado pdrpura se resuspende en ClNa 4M, se homogo- 
neiza totalmente y se centrifuga en iddnticas condicio­
nes, Se repiten de iddntica forma dos lavados mds, uno 
con ClNa 0,1 M y otro con agua destilada, hasta quo el 
sobrenadante queda totalmente claro. En estos lavados 
se élimina toda la fraccidn soluble celular y parte de 
membranas rojas. Finalraente, los precipitados se resus­
penden on agua destilada y se somoten a fraccionamionto
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en gradientes de sacarosa.
Se emplearon dos tipos de gradient es ; a) dijs 
continues, fonnados por oapas manualmente superpuestas 
de sacarosa 1,5, 1,4, 1,3 y 1,2 M, con un yolumen de - 
5î9î9*9 ®1* respectivamete; b) continues, forroados li- 
nealmente con sacarosa 1,5 Y 1,2 M. Sobre ellos se de- 
positan fracciones de 2 6 3 ml* de suspensiones de meg 
branas•
Para estos gradientes se utilizaron o bien - 
un rotor angular 50 de 8 x 35 ml., centrifugando a
1 5 0 .0 0 0  xg o un SW25 de 6 X 36 ml., centrifugando a
8 5 .0 0 0  xg durante I6 - 20 h.
La banda de membrana pdrpura (MP) aparece en 
la interfase 1,4 - 1,3 M de sacarosa, mientras que la 
fraccidn roja (MR) aparece en la interfase agua - 1,2M 
(figura 3 )* A veces hemos observado en la fraocidn pdr 
pura una subdivision con dos bandas, una de ellas de - 
mayor densidad. Aisladas separadamente no ban apareci- 
do entre ellas diferencias espectralos. Parece ser (2) 
que la banda màs densa aparece cuando la sacarosa em­
pleada no es ultrapura.
Las fracciones MR y MP se recogen separada­
mente y se guardan a baja temperatura, bien en suspen­
sion en sacarosa o se lavan con agua y se liofilizan - 
previamente.
' J?
Figura 3»- Fraccionamiento de membranas de H.H. en un gradients 
discontinue de sacarosa. Banda superior MR; banda in 
ferior MP.
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La eliminaoiOn de sacarosa se oonsigue median 
te diàlisis exhaustlva o oon varios lavados con agua de£ 
tllada diluyendo al menos très veces y centrifugando a
100.000 xg durante 1 h. Son necesarios como minimo très 
lavados.
2.1.2.2. Preparaci6n de membrana roarrOn
Utilizando gy&dientes continues de sacarosa - 
25-45^ (p/p) y opérande de la forma ya reseflada, conse- 
guimos separar una tercera fracciOn de gembranas de co­
lor roarrOn (MM) que aparece entre las fracciones roja y 
pOrpura. Esta fiacciOn es cuantitativamente insignifioan 
te en las condiciones de cultivo descritas.(ya que el ob 
jetivo que se busca con ellas, es conseguir la mdxima - 
cantidad de MP, por tante empleamos aquellaa condiciones
que favorezoan su sintesis), pero se bace abundante cuan
-3
do el medio de cultive contiene 10 M de nicotina. En - 
este case cuando el crecimiento està prOximo a llegar a 
la fase estacionaria se interrompe y las cOlulas se re­
cogen segdn (2.1.2.1.), se lavan con medio salino basai 
(medio de cultivo sin peptona), y se continua durante 
16 b. el cultivo de las células libres de nicotina en 
medio basai suplementado con un aminoàcido (4). De es­
te modo se obtiens una membrana raarrén conteniendo BR
(MMbjj)-
2.1.2.3* Preparacién de vesfculas de membrana 
de H.H.
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Hemoa seguido fundamentaimente el prooedlmien 
to de Kanner y otroa (5)• Partimos de 2,5 1. de cultivo 
recogido éste 24 b. despuds de alcanzada la fase estacijo 
naria. Las cdlulas se recogen de la forma ya resefiada - 
lavdndolas con el medio salino basal (medio de cultivo 
sin peptona). Sonicando on porciones de 30 ml. durante 
2 min. y en bafio de bielo, los segmentos de membrana - 
plasmdtica, formados se oierzan sobre si mismos forman- 
do vesiculas, que se separan de las cdlulas enteras cen 
trifugando a 13*000 xg durante 15 min. El sobrenadante 
se vuelve a centxifugar a 1 3 3 * 0 0 0 xg dux*ante 45 min., - 
el pellet se lava con ClNa 4m y se centrifuga en idént^ 
cas condiciones. Finalmente, las vesiculas se suspenden 
en ClNa 4m y almacenadas a 4s C. son estables durante - 
varios meses.
2.1.3* Extraccidn de lipides de MP y solubili 
zacidn de BR en soluciones aouosas me­
diante detergentea
Hemos utilizado dos mdtodos paza. la delipida- 
cidn de MP, uno de ellos utilizando disolventes orgkni- 
cos y el otro solubilizando las membranas con SDS y pa- 
sando por columna de sepbadex G-lOO.
Para la extraccidn con solventes orgànicos be 
mos seguido fundamentalmente el mdtodo de Bligb y Dyer 
(6). El contenido de MF en la suspensidn a delipidar ba
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oscilado entre 2 y 4^ (p/v). La mezcla do extraccidn se 
centrifugd a 10.000 xg durant© 15 min. consiguiendo una 
nltida aeparacidn entre la fase clcrofdrmica contenien- 
do ioa lipides y la fase metanol-agua conteniendo el ma 
terial no oxtraible.
La fase lipidioa, dilufda con benoeno, se lljB 
vd a sequodad evaporando a vacio en un rotavapor Buchi 
cuxdando que la temperatura no excediera de 30 9 C,, y - 
en atmdsfera de nitrdgeno los lipidos se guardaron a - 
-209 c. basta su utilizacidn.
La fase metanol-agua, conteniendo el material 
no extrafdo con cloroformo-metanol, se llevd a sequodad 
en iddnticas condiciones que las utilizadas para los H  
pidce, y el residuo proteico seco, se solubilizd en tam 
pon TRIS-CIH 0,1 M, pH = 7,7, 1^ de SDS, filtrandose con 
ultrafiltros Millipore de 3 y •
El segundo mdtodo consistid en la utilizacidn 
de cromatografia de filtracidn por gel (?) (8) (9)» He­
mos empleado una columna Whatman de 100 x 1,5 cm. con - 
adaptadores de flujo.
Estudios comparativos del material delipidado 
desde el punto de vista de movilidad electrofordtica rje 
lativa, expectroscopia de absorcidn y anàlisis de prote^ 
na y fdsforo no mostraban diferenoia entre el material 
obtenido por uno u otro mdtodo, por tante, como mdtodo 
preparative empleamos el primero dada su lapidez y capa
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cidad practicamente iliraitada
2.1.4. Preparacidn de BR en agua
La BR delipidada y solubilizada en 1^ de SDS 
se dializd frente a agua destilada, con cambios diarios 
del medio de diàlisis. Durante una s émana realizamos - 
el proceso a temperatura ambiente, continuando despuds 
a 49 C. hasta un minimo de 21 dias.
2 .1 .5 . Solubilizacidn de MP en solventes or­
gànicos
Oon el fin de preparar bicapas planas o monjo 
oapas oon BR, necesitàbamos disponer de BR en solven­
tes orgànicos apolares. Para elle, se resuspendieron - 
mediante agitaoidn pellets de MP obtenidos por centrifjJ 
gaoidn a alta velooidad en una solucidn de 20 mg/ml. de 
LYH del solvente orgànico deseado (decano o hexano), en 
una relacidn de 2-4 mg. de proteina de MP por ml. de la 
solucidn de LYH. Esta mezcla fue sonicada en bano de hi^ 
lo durante 10 min. a intervalos de 2 min.
La suspensidn résultante se centrifuga a ba­
ja velooidad o se de ja dux*ante 24 h. y se decanta. El 
sobrenadante es estable durante varias sémanas y guar- 
da el Color ligeramente màs rojo que las suspensiones 
de MP en agua.
A algunas de las ipuestras.; se afîadid ClgCa a
MP antes de resuspenderse en el solvente orgànico, de
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modo que la oonoentiacidn final de Cl^Ca en el solvente 
fuese 12,5 wM.
2,1.6. Preparacidn de leoitinas de yeroa de 
huevo
Fosfatidilcolina (LYH) pura, se ha obtenido a 
partir de yemas de huevo tras extraccidn con solventes 
orgànicos y purificacidn en columna de aldmina. Hemos - 
utilizado dos mdtodos, uno de ellos permite analizar ca 
si la totalidad de los lipidos constituyentes, mientras 
que el otro permite obtener exclusivemente fosfatidilqo 
lina en grandes cantidades.
En el primer caso partimos de dos huevos y ea^  
quemàticamente opei?amos segdn (lO). Utilizamos una co­
lumns de 2 X 4o cm. y en les eluyentes omitimos el uso 
de BHT como antioxidante, recogiendo las distintas fi^ a^ c 
clones del eluido en atmdsfera de nitrdgeno.
En el segundo mdtodo partimos de 12 huevos y 
con ligeras modificaciones seguimos el mdtodo de Singly 
ton y otros (il), Nosotros utilizamos dter etilico en 
vez de dter de petrdleo. Hemos empleado una columna de 
100 X 5 cm., y la salida del eluato fue siempre en at­
mdsfera de nitrdgeno. '
En ambos casos, hemos utilizado aldmina neu­
tre (AlgOg) (actividad l) para cromatografia en colum­
ns Merck. Previo a su utilizacidn, se volvid a activar 
a nos C. durante 24 h,, y se dejd enfriar en un dese- 
cador a vaoio.
- 75 -
Las fracciones de columna se analizaron ouaH 
tativamente por cromatografla en capa fina* Como adsor­
bents, bemos empleado gel de silice H (Merck) forroando 
la pasta con agua. El espesor fue de 0,5 m®. Antes de - 
su utilizacidn, las plaças se activaron a 1109 c . duran 
te 1 b .
Como eluyentes, bemos empleado dos sistemas: 
cloroformo-metanol-acdtico-aguà (25/15/4/2) y clorofor- 
mo-metanol-amoniaco 7M (46/16/3) en càmara saturada.
Reveladores empleados;
- Ninbidrina al 0,25# (P/v) en acetona. De esta for 
ma^ se locàlizan los fosfolipidos con N-termina- 
les: fosfatidil etanolamina y lisofosfatidiletano^ 
amina.
- Vapores de se fija a los dobles enlaces, de-
terminando de este modo aquellos lipidos, cuya - 
oadena sea insaturada.
- Reactive de Dragendorff. Nos permite caracterizar 
aquellas fracciones que contengan alcaloïdes o - 
oolina.
Aquellas fracciones bomogdneas desde el punto 
de vista oromatogràfico se juntaron y llevaron a seque- 
dad a vaoio y 309 c. disolvidndose en cloroformo-metanol 
(2;l) a una concent zacidn aproximada de 20 mg/ml. En a^ 
mdsfera de nitrdgeno, las leoitinas se envasaron en ampjo 
lias de 5 y 10 ml. y se guardaron a -209 C.
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X/oa rendimlentoa obtenldoa oaellaron entre 0,4 
y 0,6 gr. do foafatidilooXlna per yema tratada.
2,1.7* Pfeparacidn de llpoaomaa
Fundamentalmente, seguiitios el mdtodo de Huang 
y otroa (12) (13). La aolucidn atook de leoltlna on 01- 
-Me (2tl) 80 lleva a sequedad en atmdafera de nitrdgeno. 
So redlauelve en dter (al menoa doa vecea) con objeto - 
de eliminaLT totalmente el cloroformo (l4) y ae 0vapox*a 
baata peao aeoo constante»
Los l£pidoa se auspenden en el tampdn de tra- 
bajo correspondiente, mediante un Super Mixer (Lab. Li­
ne Instruments Inc.) baata au total diaperaidn.
En baHo de bielo, bajo oorriente de nitrdgeno 
y a intervaloa de 10 min., la diaperaidn lipldica se S£ 
mete a ultrasonicaoidn en un Ultrasonic Power Unit MSE 
(20 KHz) operando a mdxima potenoia.
Centrifugando a 1 5 0 .OOO xg, 42 c,  y durante 
lb., ae sépara el material no disperaado, aai como el 
titanic desprendido de la aonda* El sobrenadante, lo - 
aplicamoa a una columna de Sepbarosa 4 B (Pharmacia) - 
de 2,5 X 45 cm, con adaptadores de flujo. Previamente, 
la oolunma ae lavd con penta-clorofenol lo"^ M, para - 
evitar oualquier agente bacterial contaminante, y duran 
te 24 b. ae ba equilibrado con el tampdn utilizado en 
la preparacidn de lipoaomas, que aai miamo ae emplea -
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oomo elnyente. Durante todo el proeeso, la eoluama ae man 
tlene a 4* C. Laa fraeoionea eoleotadaa aon de 4 ml.
El perfll de elucidn de la columna, ae determi­
ne midiendo la abaorbanoia a 300 nm. de cada una de laa - 
fraccionea (12). En todoa loa oaaoa aparece una fraocidn 
X que coincide con el volumen de excluaidn, aaliendo a 
continuaoidn la fraocidn XX que représenta la poblaoidn - 
de lipoaomas de pared dnica, de la que tomamoa las frac­
cionea conaideradaa como mda homogdneas en tamafto. En es­
tas fraccionea, ae ba estableoido la proporoionalidad en­
tre abaorbanoià a 3 0 0 nm. y contenido en fdaforo, lo que 
nos permits determiner ooncentracionea eapectroacdpioamen 
te.
2.1.7.1. Lipoaomas de LYH
Se ban utilizado doa ooncentracionea diatintaa 
de fosfolfpidoas 200 ± 25 mg. y 2000 + 50 mg., suspendi- 
dos siempre en 10 ml. de tampdn. El tiempo de aonicaoidn, 
ba oaoilado entre 60 y 90 min.
2.1.7.2. Lipoaomas de LYH + BR
Se ba utilizado una aola ooncentracidn de Ifpi^  
doa, 200 Hh 10 mg., auapendidoa en 10 ml. de tampdn y so- 
nicadoa durante 60 min. A continuacidn ae agregd la MP - 
correspondiente auapendida en 2 ml. de tampdn oontinuan- 
do la aonicacidn durante 20 min. A laa diatintaa fraoci£ 
nea ae le determind el contenido en fdaforo y protefna,
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eatableclendo asdC la relacldn proteina llpido en los li- 
poaomaa.
2.2. METODOS QXJIMICOS
2.2.1, Detenninacldn de protefna
Seguimoa el método de Lowry (15)• Cuando las - 
mueatraa tenfan SDS la abaorbanoia tante a 500 como a 750 
nm. diaminuye, y para corregir est© descenao, anadimoa - 
el detergents adecuadamente al blanco y standards. En pr£ 
aenoia de TRITON-X100 évitâmes la turbidez con SDS al 
0.1* (P/V) (C).
Como patrdn utilizamos seroalbdmina boVina 
(b s a) (sigma, cristalizada y liofilizada ) a una concen- 
traoidn de 2 mg./ml. Teniendo en cuenta que 6,5& -
dl/gr.om. (l6), en todas las determinaoiones se corrigid 
el oontenido de BSA obtenido gravimetricamente por el con 
tenldo obtenido espectrofotomdtriïamente, evitando erro- 
res debidos sobre todo a hidratacidn de BSA.
2.2.2. Determinacidn de fdaforo
Esenoialmente seguimos el micromdtodo de Bart­
lett (1 7 ) con ligeraa modificaciones, determinando la ab 
aorbancia del âcido fosforoolibdicc a 8 30 nm. , traa ia d_i 
gestidn de las mueatras con àcido percldrico del 6oÿ,
Como patrdn empleamos PO HgK (Merck para anàli^ 
sia) desecandolo a 1109 C ., durante 24 b. Lo dejamos en- 
fz*iar a vaofo, y los standard los preparamos por peaada
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dlreeta en una balanza de precision (lO ^ gr.).
2.2.3, Determinaoidn de retinal
El retinal se extrae en presenoia de bromuro 
do eetiltrimetil amonio (BCTA) e bidroxilamina, por el 
procedimiento de Bligb-Dyer (6) (l8). Despuds de centri 
fugar, se sépara la fase clorofdrmica, se diluye con - 
benceno, y se évapora basta sequedad bajo vacfo. El rje 
siduo se disuelve en un volumen adecuado de etanol, y 
la cantidad de retinal-oxima se détermina espeotrofo^o 
mdtrioamente a 335 nm,, utilizando el siguiente coefi- 
eiente do extincidn * 2020 (l9).
2.2.4, Solubilizaoidn de membrana pdrpura 
(Mpy en tampdn TRIS-CIH 0.1 M. pH =
7,7, con detergentes
2.2.4.1, Isotermas de solubilizacidn. Material 
no sedimentable por centrifugacidn d^ 
ferenoial
2.2.4.1.a. Conoentracidn proteica constante
En este caso utilizamos: un detergente anloni- 
CO , dodecil sulfato sddico (SDS); un detergente no idni- 
co, TRITON XlOOf y una sal biliar, desoxicolato sddico 
(DobNa).
A aliouotas conteniendo 1 mg. de proteina de - 
MP en 1 ml. se agregaron cantidades erecientes de deter­
gente, se inoubaron a 259 C ., durante un tiempo adecuado
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aegdn el oaao, y se centrifugaron a I6O.OOO xg, 90 tnin. 
y 252 C.
La fi*acoidn de material solubilizado se calctj 
16 determinando el oontenido proteico en pellets y so­
brenadante s . La desnaturalizacidn del complejo pdrpura 
se comprobd siguiendo la absorbancia a 5 60 nm.
2.2.4.1.b. Conoentracidn de detergente cons­
tante .
En este caso sdlo empleamos SDS. Fracciones de 
MP comprendidas entre 0,2 y 3 mg, de proteina, se centré 
fugaron a I5O.OOO xg, 60 min. y 4@ C . A los pellets su£ 
pendidos en 0 , 8  ml. de tampdn se le agregaron 200 pi. de 
una disolucidn de SDS al 0,5# (P/V) (5 mg/ml,).
Las condiciones de solubilizacidn, fueron iddn 
tioas a las reseAadas anteriormente.
2.2.4.2. Isotermas de solubilizacidn. Calori- 
metria
Tambidn se estudid calorimdtricamente la inter 
aoeidn de cantidades erecientes de SDS con cantidades 
jas de MP (0,75 mg/ml. de proteina segdn Lowry), lipidos 
de MP (0 ,7 5  mg./ml. de peso aeoo) y BR en agua (0,75 mg/ 
/ml. de peso seco).
MP y BR, se utilizaron suspendidas en el medio 
tamponado, mientras que los Ifpidos se prepararon en for 
ma de vesfeulas como sigue. Lfpidoa de MP diaueltos en
cloroformo, y conaervados a -209 O . en atmdsfera de 
trdgeno, se llevaron a sequedad en atmdafera de nitrd­
geno baata peso seco constante. Se formaron suspension 
nes a la conoentracidn referida, y finalmente en baAo 
de bielo y atmdsfera de nitrdgeno a intervales de 10 - 
min,, se sonioaron con un tiempo total de 40 min.
Se prepararon disoluoiones de SDS a distin- 
taa concentraoiones, y en cada experiencia se mezcla- 
ron 2 ml. de soluoidn problems con 3 ml. de solucidn 
de SDS.
En cada oaao, el calor de diluoidn del SDS 
fue anulado automdticamente en la odlula de referenda. 
El final de la reaccidn ae comprobd mezclando nuevamen 
te el sistema de reaccidn y observando que no aparecian 
calores adioionales.
2.2.4.3. Segregacidn Ifpido-proteina de MP
por detergente en gradientes de den 
sidad
Fraccionea de membzanas conteniendo 2 mg. de 
protefna de MP ae suspendieron en 1 ml. de tampdn con 
la cantidad adeouada de SDS, y se dializaron durante 5 
dfaa frente al tampdn correspondiente.
Se formaron gradientes lineales de sacarosa 
1 0 - 4 0 #  ( P / v )  con un volumen de 1 2  ml., sobre ellos se 
depoaitaron las mueatraa ya dializadas y se centrifu-
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garon durante 30 b. en un rotor angular a I6 0 .OOO xg 
y 2 5 s O.
Se recogieron fracciones de aproximadamen- 
te 0 ,5 6  ml., que fueron analizadas altemativamente 
para determiner contenido en protefna y fdsforo.
Un gradients en bianco se sometid a trata- 
miento iddntico, determinAndosé en cada fraccidn el 
indice do refraccidn, con objeto de conooer el perfil 
de densidad a lo largo de estos gradientes.
2 .2 .5 . Digestidn de MP y BR con enzimas pr£ 
teolitlcos
2.2.5 .1 . Proteolisis de MP
Se estudid la accidn que sobre la MP ejer- 
cen loa siguientes enzimas: Papaina (Sigma), termoljL 
sina (Sigma), quimotripsina (Pevya), reptilasa (Sig­
ma), plasmina (Kabi), tripsina (Pevya) y trombina - 
(Parke-Davis).
Las cuatro primeras, se prepararon suspen- 
diendo un mg/ml. en ClNa 0,15 M, mientras que el me­
dio utilizado para las dltimaa fue CIH 1 mM.
A mueatraa de MP con una conoentracidn de 
1 mg./ml. en tampdn TRIS-CIH 0,1 M, pH 7>7 ae afiadid 
ClgCë 5 mM como activador para todoa los enzimas ex­
cepte papaina para la que se utilizd cisteina 5 mM y 
EDTA 2 mM. La temperatura de incubacidn fue do 37® C .
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prelnoubando previamente laa mueatras durante 10 min. an 
tea de anadir el enzima. La relacidn entre enzlma/protejt 
na fue 1/20 (p/p) y el tiempo de hidrdlisis variable se- 
gdn los oasoa. £1 final de la reaccidn enzimàtica se con 
siguid oolocando laa mueatras en tubes previamente enfria 
dos en bielo, y como inbibldorea, iodoacetamida 2 mM pa­
ra la papaina y EDTA 2 mM para laa restantes.
Las mueatraa se centrifugaron a 100.000 xg, 30 
min. y 4s C. Los pellets ae lavaron con tampdn, volvien- 
do a centrifugar en iddntioas condiciones.
El control cindtico se realizd, diaolviendo - 
los pellets reaiduales en tampdn fosfato 0,01 M, pH =
= 7,2, 1# de SDS, mediante electroforeaia en geles de p£ 
liaorilamida.
Se bicieron loa siguientes contrôles eleotro- 
fordticosi MP sin incubar; MP incubada sin enzima; MP 
tz*atada eon enzimas previamente inbibidos; y enzima a 
concentraoiones iddntioas que tendrfa si no se bubiese 
eliminado en el sobrenadante de ambas centrifugaciones «
De forma andloga a la anteriormente expuesta,
MP se digirid con quimotripsina y reptilasa a una rela- 
cidn l/lO (p/p) enzima/protefna, y con termolisina a 45® 
C. en iddntica relaoidn l/lO (P/P). En ambos casos los 
tiempos de bidrdlisia fueron mayores, 60 y 120 min.
Las grdficas que mUestran el curso cindtico - 
de proteolisis ae bicieron a partir de las Areas obten^
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daa d eirait orne t rand o los geles coz*respondlentea de los r£ 
alduoa insolubles de oada momento de bidrdlisis. La masa 
moleoular relativa de los productos insolubles de hidrd- 
liais, tambidn se determind por eleotroforesis en geles 
de poliaorilamida.
Al pellet residual de digestidn de MP, se bi- 
oieron estudios espectroscdpicos de absorcidn y emisidn, 
y de dioroismo circular (DC). Loa productos insolubles - 
se caracterizaron bidrodinâmicamente por estudios de ul- 
tracentrifugacidn analftica, y los pdptidos solubles bi- 
drolizados se analizaron por combinacidn bidimensional - 
de cromatograffa y eleotroforesis de alto voltaje en pa- 
pel.
2,2.5*2. Proteolisis de BR en agua
BR en agua, a una conoentracidn de 1 mg/ml. se 
dializd durante 3 dfas frente a tampdn TRIS-CIH 0,1 M, 
pH = 7,7, cisteina 5 mM y EDTA 2 mM. De forma anAloga 
que con MP, se prooedid a una digestidn con papaina a 
una relaoidn enzima/protefna 1/20 (P/P), durante 30 min. 
Tz*as comprobar electrofordticamente una bidrdlisis total, 
se proeedid a eatudiar los pdptidos solubles producto de 
dicba bidrdlisis.
2,2.5*3* Proteolisis de odlulas complétas de 
H.H.
Alcanzado en un cultivo la fase estacionaria.
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laa oAlulaa ae recogieron en la forma reaeAada en
2.2.1.2, y ae suspendieron en ClNa 4 M a una de
0 ,6 9 0 .
Franciones de dicba auapensidn de 35 ml., 
traa agregar los activadores oorreapondientes a cada 
enzima, se preincubaron durante 10 min. A una de 
alias se agregd 0 , 8 mg. de papaina y se incubd a 3 7 ® 
C. durante 1 b . Otra se incubd durante 2 b. a 45® 0^ 
tras agregar 1 , 2 5 mg. de termolisina y una tercera, 
t]?as agregar 1 , 2 5 mg. de quimotripsina se incubd a - 
3 7 ® C *, tomAndoae una alicuota a las 8 b. y texminan- 
do la incubacidn del resto a las 24 b .
Una vez terminada la bidrdlisis, se proce- 
did a un fraccionamiento subcelular de cada una de - 
las mueatras aegdn 2,1.2. paz*a obtener MP, que se sjo 
metid a control electrofordtioo•
2.2.5 *4. Proteolisis con papaina de MP fo- 
tolizada
Una suspensidn de MP en 4 ml. de tampdn 
TRIS-CIH 0,1 M, cisteina 5 mM, EDTA 2 mM, NHg-OH 0,2 
M, pH = 7 (A^^r = 1 ) se fotolizd durante 2 b . con 
luz procédante de una lAmpara Hg-Xe de 1000 W, fil- 
tz*ada a travds de 15 cm. de agua, 10 cm. de una solu 
cidn al 1# de SO^Cu y un filtro Wratten con una
^oorte (2 0 ).
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Antes y deapuds de la fotdllsls, se registrd 
el espeetro de absoroldn de esta suspensidn, a la cual 
una vez fotolizada y preincubada durante 10 min. a 37® 
C. ae le agregaron 100 y 1. de una suspensidn de papai­
na (1 mg/ml.) en ClNa 0,15 M y se continud la inouba- 
eidn dui*ante 3 0 min.
Traa centrifugar en las condiciones mencio- 
nadas anteriormente (2.2.5.I.), el pellet se diaolvid 
en 1 ml. de tampdn fosfato 0,01 M* pH = 7»2, 1# de SDS 
para su estudio electrofordtico.
Una preparacidn andloga a la anterior,,salvo 
que no contenf a hidroxilamina se ddLvixgfd on dos partes 
que se utilizaron oomo contrôles: A uno, se le agrega­
ron 4o pi. de la suspensidn de papaina, y se proeedid 
a su fotdlisis, mientras que al otro se le fotolizd sin 
tratamiento especial.
Los procesos de fotdlisis, control ospectral, 
incubacidn y electroforesis fueron andlogos en los tros 
casos.
2.3. METODOS FISICOS
2 .3 .1 . Eleotroforesis de Zona en geles de po- 
liacrilamida en SDS: Homogeneidad, pu- 
reza y peso molecular
La eleotroforesis ha sido realizada de acuer- 
do con el mdtodo de Weber y Osbom (2l). Empleamos ge-
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lea del 7,5#, 0,6 cm. de diAmetro y 7 cm. de longitud. 
Trabajamoa a temperatura amblente (20-25® C ,), con una 
intensidad de oorriente constante de 8 mÂ por gel, y - 
un tiempo comprendido entre 4 y 5 A. En todos los oa- 
sos se hizo una preelectroforesis de 3 0 min. previa a 
la oolocaoidn de la muestra.
El tenido se realizd con negro amido o con - 
azul brillante de Coomassie, empleando 3 b . para el prj^  
mero y 1/2 d 1 h, para el segundo, dependiente de la - 
cantidad de muestra presente en los geles. El exceso - 
de colorante, se elimind lavando los geles con aodtico 
al 7,5# y metanol al 5# durante varies dfas.
Finalmente, los geles ae guardaron en tubes 
de ensayo con 7,5# de Acide aodtico.
En alguna ooasidn el tampdn de las oubetas - 
electroforAticas (tampdn fosfato 0,1 M, pH = 7,2, 0,1# 
SDS) fue aumentado en su contenido en SDS basta 1#, no 
observAndoSe variacidn en loS resùltados, salvo tina %  
yor ineroia en la accidn de los ooloiantes.
Una vez teAidos loa geles y eliminado el ex­
ceso de colorante, se densitometraron en un microdens^ 
métro Joyce Loebl, modelo MK III C de doble rayo. La - 
distancia de loa mAximos de cada pico al origen, reprje 
senta la roovilidad relativa respecte a protefnas stan­
dard en laa mismas condiciones. El Area es aproximada- 
mente proporcional a la cantidad de protefna contenida
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en la banda electrofordtlca.
Cuando las protefnas son tratadas con SDS se 
obtiene, pax*a una conoentracidn constante de gel, una 
relaoidn aproximadamente lineal entre la movilidad elao 
troforética relativa y el logaritmo de la masa molecu­
lar (2 2 ). El SDS se considéra que se liga igualmente a 
todas laa protefnas eliminando las diferencias en con- 
fonSacidn, densidad de oarga, volumen especffico par- 
oial y grado de bidrataoidn existantes entre ellas. Eai 
to baoe posible la determinacidn de masas moleculares, 
lo cual bemos beobo con MP y con la protefna previamen 
te delipidada, y productos insolubles de digestidn con 
proteosas•
Como protefnas standard bemos utilizado: Ci- 
tooromo C (Pluka) 13.000; seroalbÜmina boVina BSA (Sig 
ma) 6 8 .0 0 0 ; Ovoalbdmina (Sigma) 43.000; Tripsina (Pevya) 
2 3 .3 0 0 * Previamente a au utilizacidn ae trataron con 1# 
de 2-mercaptoetanol en tampdn fosfato 0#001 M pH = 7,2# 
1# de SDS, en un bano de agua birviendo du%*ante 5 min. 
(21).
2 ,3 ,2 . Mapaa peptfdicoa. Combinacidn bidimen 
sional de oromatograffa descendante - 
con eleotroforesis de alto voltaje en 
papel
Los sobrenadantes conteniendo los pdptidos sjo 
lubies producto de bidrdlisis de MP y BR en agua con prjo
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teasas (2.2.5*X» y 2,2.5,2.) fueron tratados oon tri- 
oloroacético 10 mM, pax*a preolpitar el enzima y oual­
quier fracoidn proteica no bidrolizada. Despuds se cen 
trifugan duz*ante 15 min. a 20.000 xg y se separan loa 
sobrenadantes, de los que mediante una extraccidn l£- 
quido-lfquido se élimina el tricloroaodtico opérande 
durante 5-7 b . La total extraccidn se comprueba median 
te medida del pH de la muestra.
Cada una de estas mueatras, la dividimos en 
cuatro fracciones que guardamos en congelador basta - 
su utilizacidn.
Usamos papel Wbatman 3 MM (46 x 57 cm,), pr£ 
viamente lavado très veces con acetato amdnioo 1 M, - 
aclarado repetidas veces con agua destilada y seeado 
a 809 C.
En todo el proceso siguiente, esquemAticamen 
te opérâmes segdn (24). La cromatograffa descendante 
se bizo en el sentido de la mayor dimensidn del papel, 
empleando rojo fenol como marcador de frente que no in 
terfiere en la eleotroforesis ulterior, ya que al pH - 
que trabajamos emigra bacia el Anodo, mientras que los 
pdptidos lo bacen bacia el cAtodo. Como solvents em­
pleamos n-butanol; piridina* aodtico; agua (90:60;18; 
;72) en cAmara saturada. Trabajamos a temperatura am­
biante (2 0 -2 5 9 C.) y el tiempo de desarrollo de los - 
oromatogramas fue de 20 b. Una vez terminada la croma
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tograffa, el papel ae colocd en un aoporte de vidrio, 
seoando a 60S C . durante 20 min.
La electroforesis de alto voltaje se bizo 
en la aegunda dimensidn del papel, ajustando date a 
las dimensionea de la cubota (46 x 48 cm.). Empleamos 
un aparato de eleotroforesis de alto voltaje oonstru^ 
do en los talleres del Institute "Rocaaolano". El tarn 
pdn de eleotroforesis fue un sistema piridina-aodtioo 
pH = 3,6 (lOO ml. de acdtioo, 10 ml. de piridina y agua 
basta 3*000 ml.). Como Ifquido refrigerants empleamos 
disolvente desodorizado Dg (Campsa), isopaiafina de - 
punto de ebullicidn 170-2109 C . y punto de flasb de - 
379 C , La temperatura oscild entre 18-269 c.  La fuen- 
te de alto voltaje es de 8 KY. y 1 A màximo. El tiem­
po de duraoidn de cada experimento oscild entre 40 y 
60 min.I y siempre trabajamos a 2 KV. y una intensidad 
do 1 9 0 -2 2 0 mA.
Oomo mezcla de tincidn para el revelado em­
pleamos ; ninbidrina; collidina: acdtioo; etanol (l gr.; 
GO ml.: 200 ml.: 6OO ml.) pulverizando todo el papel y 
seoando en estufa a 809 0. durante 5-10 min.
2 .3 .3 . Determinacidn de pesos seoos por gra- 
vimetrfa a presidn y temperatui*a con- 
troladas
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La exaotltud y preclaidn en la detezminacldn 
de voldmenes especLficoa, coeflolentes de extlnoién, - 
cotopoBicidn etc, depende en gran parte de la exaotltud 
y preolsidn del metodo de medida de ooncentracionea, - 
para lo cual es neceaario conocer el valor del peao se 
co en condiciones constantes y exactamente reproduci- 
blea. Tras varias tentâtivas de seoar a vacio, incluse 
empleando termobalanzas, siempre existfa la posibili- 
dad de que se produjeae alguna pdrdida de material, por 
elle pensâmes que el método mAs adecuado# serfa el ba- 
sado en la utilizacidn de un saco de diAlisis como re- 
cipiente para la mUestra (2$). Después de lavar exbaus, 
tivamente los sàbos de diAlisis # introdujimos la mues­
tra a pesar cuidàndo bien que no quedase nadà por las 
paredes, se cerraron se colooarcn en vases de precipi- 
tado y se proeedid a su liofilizacidn,
El seoado final, basta alcanzar un valor de 
peso seco constante, fue realizado en una eleotrobalan 
za Oabn RG, especialmente diseAada para registrar cam- 
bios de peso de una muestra operand o en alto vacio, ajk 
mdsferas oontroladas o aire, y en mArgenes amplios de 
temperatura. Las condiciones de nuestras determinacio- 
nes, fueron una presidn de lo"^ Torr. y temperaturas - 
comprendidas entre 4C y 689 C ., no observAndose varia- 
ciones de peso al pasar de una a otra. La sensibilidad 
de la balanza es de 1 0**^  gr. para una cantidad de mue£
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tra inferior a 1 gr. limite superior, que nunca aloan- 
zamos nosojbros.
Las operaoiones de pesada nos laa realizd gen 
tilmente el Dr* J. L. Garcia Fierro, el cual describe 
detalladamente el dispositive (2 6 ), y a quien expresa- 
mos nuestro sinoero agradecimiento•
Una vez alcanzado un peso constante, extraj^ 
mos la muestra solubilizAndola, volviendo a pesar el - 
saco de diAlisis en iddntibas condiciones. Por diferen 
cia de pesada conociamos el material seco extraido que 
estaba contenido en un determinado volumen de disolu­
cidn de muestra, fAoilmente calculable determinando la 
densidad de la disolucidn y conociendo el peso de data.
Hicimos los adecuados contrôles de pesos en 
bianco de los sacos de diAlisis, y basta una tempex*atu
ra de 70S C., fueron répétitives con la sensibilidad - 
—6de 10 gr. e incluso , regenerables en loa procesos - 
de diAlisis, de acuerdo con (2 5 ). Una vez conocidos loa 
valores exactes de la conoentracidn de cada una de las 
soluciones - MP en agua, BR en 1# de SDS y BR en agua - 
a las que previamente se babia determinado su oontenido 
proteico mediante el mdtodo de Lowry, ae calculé el fa£ 
tor de cenversidn de date contenido proteico en peso S£
CO  .
2.3*4. Determinacidn de volumenea especificos 
parciales. Medidas de densidad
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El valor del volumen especifico parcial apa- 
rente, medido a una dnica ooncentracidn de solute, 
c (gr/ral.) viene relacionado con trea parAmetros cara£ 
teristicos del sistema por la siguiente ecuacidn;
1 P -  Pn
$ = -i- ( 1 ------ ) (1)
^0 c ^
donde p y pQ son laa densidadea de la soluoidn y del sojL 
vente respeotivamente en gr/ml. Esta relaoidn sugiere, 
que el volumen especifioo parcial pueda ser determina­
do por medio de una medida de densidad diferencial de 
alta preciaidn (P-Po). La cantidad critioa empleada en 
medidas de pesos moleculares por ultfacentrifugacidn - 
es (l - $po) , por tanto lin error del 1# en la détermina 
cidn del peso molecular, requiere que ♦ sea conooido - 
oon un error £ 0,001 (ml/gr), lo oual implica una medi 
da de conoentracidn de gran exactitud y una densidad - 
diferencial determinada al menos con una exactitud de 
10 gr/ml. Esto e^ige un grado de termostatizaoidn del 
sistema de _+ 0,019 c.
Hemos utilizado un densimetro DMA 02 D (A. 
Paar, Graz. Austria) termostatizado a 25 jt 0 ,0 1 9  c. y 
el fundaraento de las determinaciones de densidades di- 
ferenciales, estA descrito por sus disenadores en va­
rias publicaciones (2 7 ).
La densidad diferencial entre dos muestras,
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puede determinarse basAndonos en la expresidns
Pi - Pg = K(T^^ -
donde K, se obtiene a partir de la diferencia de perio» 
dos raedidos para agua y aire a 23® C. y de su difei'en- 
oia de densidades a esta temperatuia obtenida a partir 
de tablas. Una vez conocida K, oualquier densidad dif£ 
rencial puede calcularse a partir de los correspondient 
tes valores de T (periodo)
La exactitud del densfmetro fue comprobada - 
por medidas en soluciones de cloruro sédico de oonoen- 
tracién perfectamente conocida, ouyas densidades so en 
cuentran en las tablas de Landolt-Bbmstein (28). De 
este modo comprobaraos que se pueden medir diferencias 
de densidad con sois cifras décimales exactas.
2 .3 .3 . Determinacidn de c.m.c. de SDS en tam 
pdn TRIS-CIH 0*1 M, pH = 7«7» median­
te conductimetria
Realizamos medidas de resistencia en una sé­
rié de soluciones simultdneamente preparadas y cubrien 
do el rango de 0,01 - 0,4# (P/V) de SDS, en un bano 
termostatizado a 25 + 0,03® 0. Para ello empleamos un
puente de medida de impedanoias en una célula de con-
-1
duotividad de constante 0,1 cm . Utilizamos tubes de 
ensayo pyrex, y el procedimiento consistid en transfe
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rir la cëluXa en orden creciente de concentraoiones, oui 
dando bien, de eliminar las burbujas adheridas.
bas medidas de resistencia determinadas, tie- 
nen un error de £ 0,10 y representando los valores obte- 
nidos frenlje a la conoentracidn de SDS, obtenemos dos rec 
tas que se cortan en el punto correspondiente al valor - 
de la c.m.d. (figura 4).
2^3.6. Medidas de entalpias de unidn. Microca- 
lorimetria
bos experimentos calorimdtricos, ban sido rea- 
lizados en un microcalorimdtro LKB, tipo batch, descrito 
por Wadsd Ç29)-
È1 oalorimetro se calibrô eleotrioamente com-
probando su funcionamiento con una reaccidn de neutrai l -
/
zacidn TRIS-CIH, cuyos resùltados concuerdan con la bi- 
bliografiA (30). El calor de dilucidn se determind dilu- 
yendo las muestras frente al tampdn correspondiente,
2.3.7. Medida de vispoaidades
Hemos utilizado un viscosimetro tipo Ubbelbode 
con un tiempo de caida de agua de 193,6 seg. El bano ter 
mostatizado se estabilizd a 2$ j. 0,05® C . Las determina­
oiones se realizaron a varias concentraoiones y se extra 
polaron los valores de nsp/o y Innr/c a conoentracidn 
cero, para obtener la viscosidad intrinseoa como ordena-
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Figura 4.- Determinacidn de c.m.c. de SDS, en tampdn TRIS-CIH 
0,1 M, pH = 7,7.
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da en el origen.
2 .3 .U, Ultracentrifugacidn analitica
2 .3 .6.1. Velocidad de sedimentaoidn
Se ha utilizado una ultraoentrifuga analiti- 
ca Beckman modelo E, con scanner fotoeldotrico. Los ex 
perimentos se ban llevado a cabo a 6 0 ,0 0 0  r.p.m,, 25 + 
0,19 0 *, en cdlulas de doble sector de Al de 12 mm. 
de paso de luz. El sistema dptico utilizado, ha depen- 
dido de la naturaleza de 1% substanoia sedimentada. Se 
utilizd sistema Schlieren para disoluoiones sin SDS y 
Scanner a 280 nm. para disoluoiones con SDS o baja con 
centi*acidn do protefna.
Los ooeficientes de sedimentacidn, so deter- 
minaron a distintas concentraoiones y se extrapolaron 
a conoentracidn cero,
2 .3 .8 .2. Equilibrio de sedimentacidn
Las muestras estudiadas mediante equilibrio 
do sedimentacidn, fueron previamente equilibradas con 
su tampdn correspondiente por diAlisis exhaustiva (mf- 
nimo do 21 dfas on casos de muestras con SDS) a la mi£ 
ma temperatura a la quo se iba a hacer el experimento.
Las odlulas de doble sector se llenaron ha- 
ciendo ooinoidir los meniacos de la disolucidn y del - 
disolvente, y sin utilizar aceite pai»a formar un fondo 
artificial, dada la posible interaccidn entre el deter
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gemte y el aoelte. La linea base de oada odlula, ae de­
termind llevando el rotor a alta velocidad basta conse- 
guir la sedimentacidn de la protefna. Utilizamos siste­
ma dptico de absorcidn a 280 nm. con deteccidn fotoeldjo 
trioa.
Los experimentos se realizaron a 25 + 0,19 G . 
En todos loa casos se utilizd durante laa primeras boras 
una sobrevelocidad, para despuds bajar a una velocidad 
menor de la de rdgimen durante un corto tiempo. Una vez 
alcanzada la velocidad de rdgimen* se regiatrd la dis- 
tribucidn de protefna a lo largo de la cdlula cada 12 - 
b ., concluydndose el experimento ouando esta distribu- 
cidn àicanza el equilibrio, esto es, ouando los regis­
tres efectuados en un intervalo de 24 b. son perfebta- 
mente superponibles.
2,3.8.3» Equilibrio de sedimentacidn en sis- 
temas de varies componentes
FUNDAMENTOS TEORICOS
Uno de los mdtodos mAs empleados y exactes en 
la determinacidn de masas moleculares de protefnas, es 
el de equilibrio de sedimentacidn por ultracentrif 
cidn analftica, oon un fundaraento fntegramente termodj. 
nàmioo (3I) (32) (33) (34).
Hemos trabajado con un sistema multicomponen 
te : tampdn (coroponente 1), protefna (components 2) y -
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detergente (componente 3)> en el oual el componente mo­
leoular macroscdpico a eatudiar es el complejo protefna- 
SDS, El SDS es necesario para roantener la protefna en 
luoidn verdadera, condicldn que es necesaria para utili­
zar este mdtodo.
La ecuacidn de distribucidn de equilibrio de 
un dnico componente macromolecular ideal, es un sistema 
de très coroponentes viene dada por:
dr^  2RT 2RT m^^
En esta ecuacidn, es la conoentracidn de - 
la protefna en la posicidn radial r en la cdlula, y #2^^^
es el peso molecular anhidro aparente de la protefna, - 
el cual refleja el comportamiento no ideal termodindmi- 
co de la solucidn protefca y estd relacionado con el p^ 
so molecular verdadero Mg por:
” 2
**2app " Sin Y» ^
donde Y2» el coeficiente de actividad para la protef 
na. Si expresamos los ooeficientes do actividad por un 
desarrollo en eerie de potencies:
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^2app ^2
+ +.... (5)
Xlegamos a una expresidn en f uno idn del "segundo coefi^  
oiente del virial", donde 5 es la conoentracidn a que 
se détermina M» • Este efecto debe tenerse en cuenta,Aap
en sistemas no idéales como por ejemplo una protefna - 
con SDS.
Extrapolando a conoentracidn cero los valo­
res de obtenidos a varias concentraoiones, llega-
remos al valor real de la masa molecular de la macromo^ 
lécula en estudio.
Los otros sfmbolos de la ecuacidn (3), son - 
2
los siguientes: w , velocidad angular del rotor de la 
oentrffuga, Vg volumen especffico parcial de la prote^ 
na, po densidad del disolvente, R es la constante de - 
los gases, y , son los paramètres moleculares co­
rrespond i en tes para el componente 3i y (^"3 / ^ * 2  
llamado "tdrmino preferencial de inteiaooidn" es una - 
expresidn de la interaccidn entre el soluto maoromole- 
eular y los componentes del sistema solvente (m = con 
centraoidn molal). \
Cuando ae trata de interacciones de protef­
nas con tampones dilufdos, el dltimo tdrmino de la ecua 
cidn (3 ), puede despreciarse, pero en nuestro caso con 
creto, es precisamente la interaccidn del SDS con la - 
protefna, la que nos permite la caracterizacidn molecij
- loo -
lar de ésta, por tanto est© téxnnino es de suma importan- 
oia y debe tenerse en cuenta al estudiar dicba interac- 
cidn.
Por un riguroso anàllals termodinâmico, Cassasa 
y Slsenberg (35)» ban deraostrado que el peso molecular an 
bidro de una macromoldcula en un sistema multicomponent© 
interaccionante, puede obteners© sin un conocimiento exa.c 
to de las interacciones entre les coroponentes del siste­
ma. Conoeptualmente consiste en définir nuevos voldroenes 
especifioos despuds que el sistema interaccionante, es - 
dializado basta equilibrio.
En un sistema ideal de dos coroponentes, es 
el volumen ©specific© parcial termodinàmicamente defini- 
do del solute, es deoir para una proteina ideal, es el - 
increment© en el volumen que résulta al agregar un gramo 
de proteina en una forma completamente definida (anbidra 
e isoidnica) a un gran exceso de solvents. Normalmente, tjo 
das las medidas de protefnas en solucidn, se realizan al 
menos en sistemas solventes de dos coroponentes, por ejem 
plo tampdn diluido; est© supone que la cantidad roedida - 
es el increment© de densidad que résulta al agregar un 
gramo de proteina en una forma definida, al disolvent© - 
mezcla (agua mds el otro u otros coroponentes). El incre- 
roento de volumen por gramo de proteina agregado, es lo - 
que se define como "volumen especifico aparente", * de
la proteina. La ecuaoidn de trabajo, para la determina- 
cidn de es :
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1 Ap
♦ 2 - " (1 - —    "■ ) (6 )
Po Cj
donde pg, es la densidad del dlsolvente, Ap la diferen 
ola de densidad entre la soluoidn proteica y el disol- 
vente, y ®s la concentracidn de proteina (gr/ml.) - 
en la diaolucidn, El valor limite do ouando Cg^o es ^  
Conslderemos un sistema en el cual una solu- 
oi&n de una màdromoléoula (proteina) no permeable a 
travée de un saco de didlisis se dializa basta equili­
brio frente a una mezcla de componentes pormeables que 
constituyen el diholvente. Ademàs, lino o mds de les com 
ponentes permeables interaccionan o ae unen a la macro 
molécula. Si la concentracidn libre de los componentes 
permeables, en cada extreme de la membrana de didlisis 
se consideran iguales, el components no permeable debe 
ser redefinido de acuerdo con los componentes del di-
solvente que interaccionan con él. La coneentraci6n de
A
esta especie redefinida puede dosignars© como y su
A  A  / r  \ *
masa molecular , donde (1 + Y ^ 2  =
= Mg (1 + Cg y Mg son la concontraoién y masa m£
lecular de la macromolécula sin ningdn ligando, y 6i - 
es el peso de components i , ligado por peso de macromo 
lécula.
Por tanto, un nuevo volumen especifico apa-
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rente *g, puede determinarae referido a la macroraoléoula 
con loa componentes ligadoa del sistema solvents:
A 1 A*p
*2 = (1 - (7 )
. A
donde “ p es la dlferencia do densidad entre la disolu- 
oidn y el dlsolvente.
Con este volumen especifico aparente, la ecua 
cldn genex*al de equlllbrlo (3), ae slmplifloa a la for­
ma de un sistema ideal de dos componentes para el peso 
moleoulaf Mg.
d In C* - ** p )
§ *   "■ ( 8)
dr^  2RT '
*
Finalmente, si A p se combina con una concentra 
cidn relative a la macromolécula anbidra Cg, ae obtiene 
un nuevo volumen especifico aparente deflnido como:
♦ ' = —  (1 -1^-) ) 
c,
Cassasa y Eiaenberg (35) ban demostrado rigu-
roaamente que esta deflnlolén de volumen especifico apa
t
rente incorpoia el término de interacoién de la eouacién 
general de equilibrio, y que conooiendo su valor, el pe 
80 molecular del componente maoromolecular anbidro Mg, 
puede obtenerse de la distribuoién en un equilibrio de 
sedimentacién de la macromolécula con los componentes
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del solvents ligados.
A 2 , ’ V
din Cg Mg M (l - $ 2po)
dr^ 2RT
(10)
Loa tres voldmenes especiflooa aparentea, se 
relacionan entre si segdn Cassasa y Eisenberg (35)
*2 ~ *2 ” ? ( " ^  ”
*2 = ($2 + % ^  *i)/(l + I \ )  (12)
*2 = *2 - (-F- - *2) I «1 (13)
0 ^
Por razones obvias, $g, es el volumen especi 
fico aparente usualmente medido, determinando diferen- 
oias de densidades y coneentraciones de proteina a pe­
so seco constante.
Màs recientemente, Tanford y otros (3 6 ), en 
sus estudios de caraoterizacién molecular de proteinas 
en soluciones de detergentes (3 6 ) (3 7 ) (3&) (3 9 ) (4o)
(4l) (42), y con las medidas apropiadas de un gran nd-
I
mero de detergentes en solucidn acuosa oalculan ®g, a 
quien llaman "volumen-especifico parcial efectivo", a 
partir de la siguiente relacidn:
(1 - = (1" Vft) + *d(^"Vo) \ *i(i-Vo) (14)
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donde 6^ , es la relacidn de unldn (gr/gr.) de detergen 
te a proteina, es el volumen especifico parcial del 
detergente unido a la proteina (se cree que este valor, 
no difiere del que posee en solucidn), es el verdad^ 
ro volumen especifico parcial de la proteina. El dlti- 
mo término, muestra la unidn de otras substancias, ta­
ies como lipidos de membzana, extraidos con la protei­
na.
Esta relacidn, permite calcular ^ , de una - 
forma indirecta, y oomprobar en case afirmativo su co- 
rrecta determinacidn.
2 .3 .9 . Medida de difusidn
Se ha utilizado un kparato de Electroforesis 
libre y Difusidn (Beckman, modelo H) y una célula stan 
dard tipo Tiselius de 11 ml. de capacidad y 5 cm* de - 
camino dptico.
El método de difusidn libre usado en una cé­
lula tipo Tiselius, esté ligàdo a la formacién de una 
interfase limite de separacién muy abrupta entre dos - 
fases adyàcentes y la stibsigUiente difusidn desde esta 
interfase. Este método permite la evaluacidn directa - 
del coefioiente de difusidn. En el aparato utilizado, 
la superficie de separacién se fabrica por el procedi- 
miento de Kahn y Poison (43) de agudizamiento de la in 
terfase por absorcién de liquide a travée de una larga 
aguja bipodérmica oonectada a una microjeringuilla.
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Las medidas fueron llevadas a cabo a 25 0,05®
C. en soluciones de proteinas a varias concentraciones, 
extrapolando a ooncentracién cero, para oncontrar el co£ 
ficiente de difusidn a diluoidn infinita.
La valoracidn del desarrollo de la difusidn 
se ha seguido por el procedimiento Soblieren de lentes 
cilindricas, evaluéndose la relacidn àrea/altura de las 
curvas gaussianas obtenidas con un sistema interferomé- 
trico Rayleigh, y posterior lectura de la posicién de - 
las lineas de interferencia.
2.3.10. Microscopia electrénioa
La morfologia y dimensiones de bicapas esféri^ 
cas de LYH o LYH + MPv preparadas como se indica en 2.1.8, 
se estudiaron mediante tincién negativa con fosfotungs- 
tato sédico; molibdato aménico o acetato de uranilo. La 
tinoidn se realizé sobre rejillas cubiertas con Formvar 
y carbén (44) (45). Una vez secas se examinaron en un - 
microscopic electrénico Philips 300 o en un Jeol JEN 
100 B, del servicio de microscopia electrénioa del Cen­
tro de Investigaciones Biolégicas del C.S.I.C., a cuyo 
personal encargado se le agradece su ayuda.
2.3.11. Espectroscopia de absorcién, emisién 
y dioroismo circular en estado esta- 
cionario
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Los espectros do absorcién se obtuvieron en 
un espectrofotémetro Perkin Elmer/Hitachi 200. Los es^  
pectros de f luorescencia se registiraron mediant e un - 
espeotro-fluorimetro Perkin Elmer MPP-3 en células de 
1 cm. de paso éptico, con una lémpara de excitacién - 
de xenon de 150 W. y un fotomultiplicador de respues- 
ta S-11. Aunque se dispone de loa factores de correc- 
oién necesarioa para convertir los espectros expéri­
mentales en absolûtes (46), para los objetivos de es­
te trabajo no fue necesario llevar a cabo dicba con- 
versién.
Los espectros de dioroismo circular se re­
gistrar on en un dicrografo II ROUSSEL-JOUAN 185 (Pa­
ris) del Centro de Investigaciones Biolégicas del - 
O.S.I.e.; en células de 3 ml. y 1 ml., de 10 mm. de 
paso éptico.
2 .3 .1 2 . Fotolisis de destello
Se ba utilizado la técnica de fotélisis de 
destello para estudiar las especies intermedias, es-^ 
pectroscépicamente détectables, que aparecen transcu- 
rridos unos 100 ys de la excitacién fotolitica de BR. 
El limite de resolucién temporal viene determinado en 
este caso por las caracteristicas técnicas del siste­
ma experimental disponible diseAado por el Dr. Acuüa 
del Institute "Rocasolano". Dicbo sistema consta de un
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dispositivo de produccién del destello de excitacién y
una parte de deteccién de las especies transitorias. -
El destello de excitacién se genei*a descargando un con
densador de 2 yF, cargado a 8-10 KV., a través de una
lémpaz*a capilar de cuarzc, cent eniend o unos 2 0 0 -3 0 0 -
“•2torr de Xe ( 1 torr = 133 N tn ). Las muestras conteni- 
das en células de cuarzo de 1 é 4 cm. de camino éptico 
se colocan en un bloque termostatizado que recibe el - 
destello de fotélisis y la radiacién analitica formando 
un égulo de 909. Mediante filtres adecuados se suprimen 
las longitudes de onda menores de 5 0 0 mm. del destello 
de fotélisis.
El anélisis de las especies transitorias se 
lleva a cabo midiendo la atenuacién de un baz de luz - 
continua generado en una làmpaxa de cuarzo/iodo, 3 0 -1 5 0  
¥. alimentada por c.c. estabilizada por dos unidades - 
Solartron AS/412 en paralelo. El resto del sistema de 
ânélisis incluye un fotomultiplicador EMl 9703B, una - 
unidad de acondicionamiento de seAal y un osciloscopio 
de memoria HP 181 A. Las trazas de la pantalla del os­
ciloscopio se fotografian para su anélisis oinético 
posterior en un ordenador HP 9830.
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION
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3 .1 . CARAC5TERI2ACION BIOQUIMICA DE MP Y BR
3 .1 .1 . Maaa molecular relative y criterio de pu- 
reza de BR por electroforesia en gelea de 
poliaorilamida en SDS.
Mediante electroforesis en geles de poliacrilami 
da del 7,5 tanto MP como la proteina delipidada, bien - 
con solventes orgdnicos o mediants oromatograffa en column*, 
daban una dnica banda (figura l).
Representando los RF de proteinas standard fren­
te al logaritmo de sus reApeotivas masas moleoulares rela­
tives, se obtiene una curva de oalibracién de RF por peso 
molecular (figui*a 2), a partir de la cual se déterminé una 
masa molecular relative para BR de MP, y BR delipidada de
1 8 .7 0 0 + 3 0 0 .
3 .1 .2 . Densidad de MP en agua
La densidad obtenida a 25 + 0,019 c. para MP en 
agua fué de 1,2464 _+ 0,0001 gr./ml., resultado de determdL 
naciones en tres preparaciones distintas. En una de estas 
préparas i one s se utilizaron concentraciones medidas gravi^ 
métricamente a peso seco constante, y en las otras dos - 
tras determiner indirectamente el peso seco de MP por el 
contenido proteico obtenido segén el método de Lowry. El 
factor de transformacién de este contenido proteico en - 
peso seco de MP es 1,46.
Figura 1.- Electroforesis de zona en geles de poliacrilamida del 
7,5^ en 0,1^ de SDS; a, citocrotno c ; b, ovoalbdmina ; 
c, seroalbdmina bovina; d, BR delipidada por cromato- 
grafia en columna; e, BR delipidada con solventes or- 
génie os ; f, ovoalbumina, MP y citocromo c; g, MP- (Pa 
ra condiciones expérimentales ver 2.3.1.).
B R
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Figura 2,— RF de MP, BR y proteinas standard de calibraci<5n obt^ 
nidos mediante electroforesis en geles de poliacril­
amida del 7»5^ en 0,1^ de SDS, frente al logaritmo de 
los pesos moleoulares.
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La figura 3 muestra la relacidn lineal entre den 
sidad y concentracidn.
3.1.3. Relacidn proteina ; lipide y contenido en 
fdsforo.
Utilizando BSA como standard, el mdtodo de Lowry 
sdlo valord un 75»39^  del peso seco de BR en agua obtenido 
por gravimetria en vacio y 3^- C , a partir de lo cual cal­
culâmes un coeficiente de transformacidn de proteina valo- 
rada por Lowry en BR de 1,327. Igualmente el mdtodo colori. 
mdtrico sdlo valord un 68,4^ del peso seco de MP como pro­
teina. Si transformâmes este 6C,4^ ea proteina de BR con - 
el factor obtenido anteriormente, encontramos que BR repre 
senta un 91^ del peso seco de MP.
Por otra parte, los lipidos extraidos tras deli- 
pidar MP segdn el mdtodo de Bligh y Dyer, se llevaron a 
quedad en atmdsfera de nitrdgeno, se redisolvieron dos ve- 
ces en dtor, y se determind su peso seco constante, repre­
sent and o dste un 14,5^ del peso seco total de MP.
A partir de las determinaciones anteriores y to- 
mando valores medios, es decir 1 1 , de lipidos y 88,2ÿ de 
proteina, la relacidn proteina;lipido obtenida es 7»^ (P/P). 
Dado que la masa molecular de BR obtenida por equilibrio - 
de sedimentacidn es de 34.000 (3.4 4.), tomando un peso m£ 
lecular medio de 1.000 para los lipidos de MP, encontramos 
que en MP por cada molécula de proteina existen cinco mold 
culas de lipidos.
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El contenido en fdsforo hallado en MP es del 
1^ en peso. La figura k muestra la linearidad entre con 
tenido en fdsforo y peso seco de MP. Para BR en agua, 
se encontrô que el 0,1^ de su peso corresponde a f6sfo_ 
ro, lo cual implica 1,09 àtomos de fôsforo por mol de 
proteina. Los lipidos deben contener el fdsforo restan 
te, es decir el 91^ del total.
3.1.4. Relaciôn proteinatretinal y contenido 
en retinal
La cantidad de retinal determinado analitica 
mente en MP ba sido 0,48^ en peso, correspond!endo por 
tanto a una relacidn molar proteina:retinal 1:0,57 to­
mando como peso molecular de BR, 34.000; y contenido - 
proteico en MP, 88,2^.
La delipidacidn de MP por el procedimiento - 
de Bligb-Dyer, extrae totalmente los lipidos, pero no 
ocurre asi con el retinal. Este queda en una pequena - 
parte unido a la proteina como se demuestra por fluoré^ 
cencia y determinacidn analitica del retinal en BR en 
V^ o de SDS y BR en agua, en donde el retinal ballade con^ 
tituye una décima parte del total extraido en MP, es - 
decir 0,05 y O,04^ respectivamente.
La figura 5 muestra los espectros de emisidn 
y excitacidn de BR en H^O y BR en 1^ de SDS, con las - 
bandas correspond!entes a la fluorescencia del retinal.
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cuysLS posiciones aparecen recogidas en la siguiente ta­
bla .
TABLA I
MAximos de excitacidn y emisidn de proteina y retinal 
para BR en 1 ^ de SDS y en agua
Xmax. de excita- Xmax.de emi^  Bandas de Bandas de 
cidn (nm) sidn (nm) proteina retinal
280 312 455
BR 1^ SDS
460 287h. 375
2G0 307 455
BR en H_0d. 450 268h.280h. 374
3 * 1 . Coeficientes de extincidn molar de BR en 
distintas condiciones y longitudes de on 
da
En la figura 6 se muestran las curvas de calibra 
cidn de absorbancias de MP en agua, BR en agua, y BR en Vf> 
de SDS, frente a concentraciones en peso seco. A partir de 
ellas, se ban obtenido los coeficientes de extincidn que - 
aparecen en la tabla II. El contenido proteico considerado 
para MP ha sido GG,2^, y la masa molecular de BR 34.000.
TABLA II
®568 (l*/wol.cm.) e^gQCl'/rool.cm.)
BR en MP H^O 55.000 lid.000
BR HgO - 42.000
BR 1 ^ SDS - 103.000
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3*1.6, Discu3i6n
Los primeros resultados analdCtlcos obtenidoa 
en nueslrro laboi*atorio, no c one or daban con los publica- 
dos basta entonces para MP de H.H. (l). Nosotros encon 
tramos para BR por electroforesis en gel en SDS una ma 
sa molecular relativa de 18.700 + 300, y anallticamente 
un contenido de retinal en MP de O ,48^ en peso. Median 
te determinaciones de peso seco, se obtuvo una relacidn 
proteina-lfpido de 7i^/l (P/P) calculdndose una relacidn 
molar protefna-retinal 1/0,33$ valores todos elles muy 
alejados de los obtenidos por Oesterbelt y Stoeckeniua
(l), con iddnticos mdtodos.
Por otra parte, nuestros resultados ooncorda- 
ban con los obtenidos para la MP de Halobaoterium Cuti- 
rubrum (H,C,) (2), respecte a peso molecular de BR, con 
tenido total en MP de fdsforo y retinal y densidad de - 
MP en agua.
Recientemente (3), les autores de las comuni- 
caciones (l) (2) afirman que analitica y estructuralmen 
te MP de ambas halobacterias es iddntica (falta estudiar 
la composioidn de aminoàcidos), y concluyen que los va­
lores correctes son los de (2).
La tabla III resume los dates analiticos co- 
rrespondientes a las corounicaciones (1) (2) (3 ) y los ob 
tenidos en la présente tesis; la columna (a) contiens - 
nuestros dates utilizando la masa molecular relativa ob­
tenida mediante electroforesis en gel en SDS, y la colum 
na (b) aquollos utilizando el ^eso molecular obtenido por
equilibrio de sedimentacidn (3*4.^.)*
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A partir de determinaciones de peso seco, en 
(2 ) encuentran que el 20 ^ en peso de MP corresponde a 
lipidos, y que dstos contietien el 79^ del fdsforo total 
de MP; el reste debe quedar unido a la proteina (1,8 - 
àtomos de fdsforo por mol de BR). Sin embargo si oonsjL 
deramos como peso molecular exacte el obtenido por equi^  
librio de sedimentacidn, su contenido de fdsforo sup on 
dria 3$3 Atomes por mol de proteina* A partir del con­
tenido de fdsforo determinado por nosotros en BR en - 
agua (0 ,1^ en peso), el peso molecular antes menciona- 
do (3^.0 0 0 ) y la proporcidn de proteina en MP (88,2^), 
se obtiene que la proteina tiene 1 àtomo de fdsforo por 
mol de BR. El enlace debe de ser covalente pues perroa- 
neoe tras extraccidn con solventes orgAnicos, solubilj^ 
zacidn en 1^ de SDS y diàlisis exbaustiva.
Sin embargo, no deja de ser curioso el becbo 
de que a pesar de las distintas relaciones proteina-ljÇ 
pidos (P/P) obtenidas en (2) y por nosotros, y los di£ 
tintos pesos moleoulares empleados al calcular la rela 
cidn molar proteina-lipido (es decir 1 9 - 3 0 0 y 34,000), 
se obtenga que en una unidad elemental de MP existan - 
cinco moldculas de lipidos por cada mol de proteina.
Tambidn bay que senalar la casual coinciden- 
cia del valor de obtenido para BR en MP en (l) a
partir del contenido en retinal y considerando segdn - 
se muestra en la tabla III, que la relacidn molar pro-
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A partir de determlnacionea de peao aeco, en
(2 ) encuentran que ol 20 ^ en peso de MP oorreaponde a 
lipidoa, y que éstoa oontietien el 79^ del fdsforo total 
de MP; el reste debe quedar unido a la proteina (l,8 - 
àtomos de f6sforo per mol de BR). Sin embargo si oons^ 
deramos oomo peso molecular exacte el obtenido per equi 
librio de sedimentacidn, su oontenido de fdaforo supon 
dria 3j3 ^tomos per mol de proteina* A partir del con- 
tenido de fdsforo determinado por nosotros en BR en - 
agua (0 ,1^ en peao), el peso molecular antes menciona- 
do (3 4 .0 0 0 ) y la proporcidn de protefna en MP (88,2^), 
se obtiene que la proteina tiene 1 Atome de fdsforo por 
mol de BR. El enlace debe de aer covalente pues perma- 
neoe tras extraocidn con solventes orgAnicos, solubil^ 
zacidn en 1^ de SDS y diAlisis exhaustive.
Sin embargo, no deja de ser ourioso el hecho 
de que a pesar de las distintas relaciones protefna-li 
pidos (P/P) obtenidas en (2) y por nosotros, y les di^ 
tintoa pesos moleculares empleados al calculer la rela 
ci6n molar protefna-lipido (es decir 1 9 * 3 0 0 y 34.000), 
se obtenga que en una unidad elemental de MP existan - 
oinco molécules de lipidoa por cada mol de protelna.
También bay que senalar la casual coinciden- 
cia del valor de obtenido para BR en MP en (l) a
partir del oontenido en retinal y considerando segAn - 
se muestra en la tabla III, que la relacién molar pro-
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teina-retinal es 1:1 y el peso molecular de BR 26.000, 
eoti el obtenido por nosotros por métodos totalmente dis^  
tintos (3 .1 .5 .).
Falta s6lo comentar la relacién molar BR-reti 
nal que aparece en (b ) (tabla III), es decir 1:0,57» 
Ello supone que por cada dos moléculas de protelna sola 
mente una esté unida al retinal formando la base de 
Sobiffi es decir aproximadamente la mitad de lo obteni­
do en un principle segAn (l), donde enoontiaban una re- 
laoién molar proteina-retinal 1:1.
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3.2. SOLUBILIZACION DE MP Y BR EN SOLÜCIONES ACUO-
SAS CON DETERGENTES
3 .2 .1 . Isotermaa de uni6n detergente-MP, me- 
di^nte oentrifugaciéri. Desnaturaliza- 
oiéti de BR en agùà con detergentes.
Como era de eaperar, de entre los detergentes 
empleados, el mds efectivo fue el SDS, tanto en cuanto 
a solubilizacién como a desnaturalizacién.
En la figura 7 A, aparece una isoterma de unién 
SDS-MP a 252 0, donde muestras conteniendo 1,46 mg. de 
peso seco de MP en 1 ml. se incubaron durante una nocbe 
con ooncentraciones crecientes de SDS, centrifugAndose 
deapués a I6O.OOO xg 90 min. y 252 C . y considerando que 
el matei*ial que contenia el aobrenadante, correspondra - 
al material solubilizado. Para calculer las relaciones - 
molares existantes en las muestras se tomaron los siguien 
tes pesos moleculares: 34.000 para BR (3/4)4.); 1.000 pa 
i*a los irpidos de MP (2 ) y oomo se vié en (3.1.3*) que - 
por oada molécula de BR existen aproximadamente cinco m^ 
léoulas de lipides, se tomé por tanto como peso molecu­
lar medio de una unidad elemental de MP (BR-lipidos) un 
valor de 39*000. En esta isoterma la saturacién se alcan 
za a una relacién molar SDS/ (BR-lfpido) aproximadamente 
de 400, es decir una relacién 3/1 (P/P) aproximadamente.
Los dates obtenidos, se analizaron consideran­
do que el proceso se puede representar por una isoterma t^
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Figura 7.- Isoterma de sclubilizacl6n de MP con SDS a concentracidn 
de MP constante: 1,46 mg. de peso seco en 1 ml, (ver tex 
to 3.2.1.).
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po Langmuir, y utilizando representaciones de d obi es rjo 
c/p>ocos segdn la eouaci6n:
^ y raâx, + y métx.K " ~
donde ÿ*, grade aparente de uni6n, en este caso frac- 
cl6n de solubllizacl6n (fs) es funcidn de C, relaciôn - 
molar SDS/ (BR-llpido)j y mdx, représenta el nivel mà~ 
xlmo aparente de saturacidn, en este caso fraocidn vaé.x± 
ma de solubilizacidn; y K es una constante de asoclacldn 
aparent e
Para la isoterma mencionada, diobo anàlisis -» 
aparoce representado en la figura 7 B, y los resultados 
obtenidos son 0,97 para la fraccidn mdxima de solubili- 
zacidn y 7>43 x 10  ^para la constante K de asociacidn 
aparente•
En la figura 8 mostramos una isoterma realiza 
da a concentraciôn de SDS constante (l mg. en 1 ml.), don 
de aparece la fraccidn de solubilizacidn (fs) en funci6n 
de ooncentraciones crecientes de protéfna. En la figura 
7 A y 8 bay Un punto comdn que corresponde a una rela­
cién molar SDS/ (BR^lipido) de 92,8 o lo que es lo mis- 
mo 1/1,46 (P/P), para el que encontramos una solubiliza 
cién de 0,49 y 0,48 respectivamente.
La fraccién solubilizada pierde el color pér- 
pura y se toma amarilla, presentando un mdximo de ab- 
sorcién a 397 nm atribufble al retinal (figura 9)* Esta
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Figura 8*— Iscfeorina d© soXubilizaci6n d© MP con. SDS a concantra—
cl6n d© SDS constant©: 1 mg. ©n 1 ml. (ver texto 3.2.1,).
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Figura 9.- Espectro do absorci6n de MF en tampon TRIS-CIH 0,1 M, 
pH = 7,7, 1 # de SDS.
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deatrucci<5n del complejo pûrpura es una exprosl6n mds de 
la desnaturalizacidn total de BR y desintegraoidn de MP.
El mdximo de eraisidn propio de proteinas en MP 
S0 desplaza unos l6 nm haoia longitudes de onda mayores 
en MP en 1^ de SDS donde aderads aparoce un nuevo mdximo 
de emisidn a 452 nm. (tabla IV).
TABLA IV
Poaicionos del mdximo correapondiente a la emisidn de_pr^ 
teinaa en MP en agua, y mdximos de excitacidn y emisidn 
de MP en Vfo do SDS a diatintaa longitudes de onda.
Xmdx, excita- X mdx. emiaidn posioidn mdxi- 
cidn (nm) (nm) mos (nm)
MP en agua 290 - 317
290 333
370 452
MP en 1^
330 292
de SDS
270
460 310
3^k
Tanto el TRITON XlOO como el DchNa, solubiliza- 
ron MP en mucbo menor grade, Ambos detergentes merocen un 
eatudio mds detallado del que se expone a continuacidn que 
adn no bemos podido realizar. Isotermas becbas en iddnti- 
cas condiciones que con SDS, y trabajando con relaciones 
MP/DcbNa l/l0-l/40 (P/P), s6lo alcanzaron solubilizacio-
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ties indxitnas del 15-20^ al mismo tiempo que deonatui*ali- 
zaron el complejo pdrpura del material solubilizado. El 
pellet residual quedaba aparenteraente sin raodifioar, al 
menos deade el punto de vista espectroscdpico. +
Con TRITON XlOO, la fraccidn de material solu 
bilizado doponde en alto grado de la temperatura y tiem 
po do interaccidn. La isoterma que aparece en la figura 
10 fuo roalizada trabajando a concentracidn constante - 
de 1,46 rag. de MP en 1 ml.; la cantidad de detergento - 
varid entre 0,4 y (v/v) y la incubacidn durd 4 dias. 
Tambidn en este caso, la fraccidn solubilizada de color 
amarillo ae babia desnaturalizado.
3.2.2. Valoracidn microcalorimdtrica de MP, 
lipidos de MP y BR on agua con SDS
Como coraplemento del proceso de solubilizaoidn 
de MP con SDS, se procedid a estudiar las entalpias de 
unidn do dicbo detergente con MP y sus elementos constd^ 
tuyentes, es decir BR en agua y lipidos de MP en forma 
do vesiculas. Pai*a calcular dicbas entalpias, se utili- 
zaron las masas moleculares adoptadas en (3.2.1) y los 
dates se analizaron segiSn la ocuacidn (l), en la que en 
este caso y es la entalpia de unidn.
Las figuras 11, 12 y 13 muestiran las isoter­
mas correspondientes a las entalpias de unidn de HR en 
agua, MP, y lipides, con SDS y las representaciones de 
dobles reciprocos correspondientes. De ellas se ban ob-
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Figura 10.- Isoterma de solubilizaoidn de MP con TRITON XlOO a 
concentracidn de MP constante: 1,46 mg. de peso en 
1 ml. (ver texto 3.3.1.).
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Figura 11.- Isoterma calorimétriôa de uni6n SDS-BR en agua a con* 
centracién de BR constante: 1,5 mg. de peso seco en * 
un volumen de reaccidn final de 5 ml.
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Figura 12.- Isoterma calorimétrica de union SDS-MP a concentra- 
ci6n de MP constante: 2,19 mg. de peso seco en un • 
volumen de reaccidn final de 5 ml.
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Figura 13*- Isoterma calorimétrica de uni6n SDS-lipidos de MP a con 
centracl6n de lipides constante: 1,5 mg. de peso seco - 
en un volumen de reaccidn final de 5 ml.
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tenido las entalpias molares y constantes de asocia- 
ci6n aparentea que se recogen en la tabla V.
TABLA V
Entalpias molares de unidn de SDS a MP, BR en agua y 
lipidos de MP, y constantes de asociacidn aparentes.
- AH (Kcal./mol) K (cte. de asocia-
cidn aparente).
MP (BR-lipidos) 109 2,81 x 10"^
BR en agua 244 1,38 x 10 ^
Lipides de MP 4,2 55,8 x lOT^
De estos datos se deduce que la contrlbu- 
cidn total de los lipides a la entalpia de unidn 
SDS-MP debe ser muy pequena si en ambos casos, lipo- 
somas y MP, adoptan la misma estructura lamelar. IguaA 
mente dado que sdlo existen cinco moles de lipido por 
mol de proteina, el material en agua (BR) al unirae 
ccn el SDS libera aproximadamente 2,8 veces mds caler 
que cuando dicha proteina se encuentra en su membrana 
nat ural.
3 .2 .3 . Segregacidn lipido-proteina mediante 
gradientes de densidad y oromatogra- 
fia en oolumna
Una vez estudiado,segiSn el criterio de mate 
rial no sedimentable por centrifugacidn la solubiliza
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cidn de MP eon SDS, y tenlendo en cuenta que en principle 
la aolubilizaoidn de cualquier membrana con detergente 
lleva implioita la formacidn de micelaa lipido-detergente, 
y eatructuraa micelarea mixtas lipido-proteina-detergente 
ae procedid a eatudiar la cantidad de detergente necesaria 
para oonaeguir una aegregacidn de lipidos y protedaa en e£ 
tructuraa micelarea independientea, tratando de conocer - 
cualea aerian loa paaoa intermedioa en el proceao de aolja 
bilizaeidn.
En la figura 14 ae mueatran los perfiles de pro^  
tetCna y Xfpldoa a lo largo de gradientes de sacaroaa, pa- 
x*a mueatraa aolubilizadaa con SDS a ooncentraciones ere* 
eientea•
La delipidaoidn de BR a ooncentraciones crecien 
tea de SDS, consiste en la aegregacidn de lipidos de los 
complejoa lipido-proteina-detergente formadoa como estru^ c 
turaa intermediaa al dealntegrarae la membrana. A medida 
que la concentracidn de detergente se increments, loa 1^ 
pidoa en contacte con la proteina se intercambian por dje 
tergente, reaultando en la formacidn de micelas lipido- 
SDS y proteina-SDS independientea, diatintaa en tamaAo, 
denaidad, carga, afinidad con el medio solvente, etc. por 
tanto de fàcil aeparacidn.
En la tablaYX aparecen las fraociones en tanto 
por eiento para proteina y lipido que permanecen como corn 
plejoa lipldo-proteina-detergente en cada gradiente, asi
uo
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gura l4.- Fraccionamiento de muestras de MP (2,92 mg, en 1 ml.) en SDS en 
gradientes de sacarosa. Gradiente A, SDS 1,38 mM, muestra solu­
bilizada y dializada en SDS 3,^6 mM. Gradiente B, SDS 3,k6 mM, 
muestra solubilizada y dializada en SDS 3,46 mM, Gradiente C,
SDS 3,46 mM, muestra solubilizada en SDS 3^,& mM y dializada en 
SDS 3,46 mM. Gradiente D, SDS 6,93 mM, muestra solubilizada y - 
dializada en SDS 6,93 mM. Gradiente E, SDS 17,3 mM, muestra so­
lubilizada y dializada en SDS 17,3 mM. Gradiente F, SDS 34,6 mM, 
muestra solubilizada y dializada en SDS 31,2 mM. Fracciones nu- 
meradas de fonde a ciraa de gradiente. Para condiciones de cen­
trifugacidn (ver 2.2/4.3.).
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como la denaidad aproximada correapondiente a cada mà- 
xlmo. El criterio ccnaistid en determinar la fraccidn 
de las àreas bajo los perfiles de proteina y lipido que
se solapan a lo largo de cada gradiente 
TABLA VI
Gradiente ^ pro 
teina
- ^ lipidos P proteina 
- S D S
p com­
plejo
plipidos 
- SOS
A 97,6 1.074 -
B 68,1 38,5 1 . 0 6 3 -
C 30,9 20,6 — 1 .0 6 8 -
D 62,5 22,5 1.080 1 , 0 5 5
£ 33,3 9,9 1,083 - 1,047
P 5,4 2,3 1,093 - 1,049
Vemoa pues, que en el gradiente A donde la rje 
lacidn proteina/SDS en la muestra es de 2/1 (P/P) y la 
concentracidn de SDS en el gradiente es de 1,38 mM pràjc 
ticamente toda la proteina eatà formando parte de estas 
eatructuraa micelarea mixtas lipido-proteina-detergen- 
te, y el 33^ de loa lipidos existe ya como entidad in- 
dependiente. Al ir disminuyendo las relaoiones proteina/ 
SDS, pasamos por estados intermedios (gradientes B,C,d ) 
con micelas proteina-detergente, proteinas-lipidos-de- 
tergente y lipido-detergente, ailcanzàndose la segrega­
cidn lipido-proteina total en el gradiente F con una - 
concerrtmoidn de SDS 31,2 mM (figura 15).
100
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Figura 15.- Segregacidn de lipidos en tanto por eiento, Trente a la 
concentracidn de SDS en los gradientes cuyos perfiles y 
caracteristicas se muestran en la figura l4.
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Si bien la interaccidn proteina-*SDS es revers!*- 
ble, el tiempo necesario para equilibrar una muesti*a me­
diante didlisis es bastante largo (al menos très semanas), 
lo que se pone de manifiesto en los resultados de los gra 
dientes B y C cuya dnica diferencia consistid en que en - 
el primero la muestra en SDS 3,46 mM babia sido dializada 
frente a dioha concentracidn, mientras que en el segundo 
la muestra on SDS 34,6 mM babia sido dializada fronte a - 
SDS 3,46 mM, pero durante un tiempo no suficientemente lar 
go como para alcanzar el equilibrio.
Mediante cromatografia en oolumna con sepbadex 
G-lOO tambidn se consiguid segx^egar lipidos de proteinas 
en eatructuras micelarea indëpendientes. La eolumnà sé - 
equilibrd con tampdn TRIS-CIH 0,1 M, pH = 7,7, 1^ de SDS. 
Fracciones de MP coroprendidas entre 10 y 4o mg, se solub^ 
lizaron en 2 ml, del tampdn anterior y se dializaron fren 
te al mismo durante 8 diaa, al cabo de los ouales se apljL 
caron a la oolumna.
De acuerdo con los contrôles analiticos del elua 
to las dos fracciones lipidioa y proteica ae superponian, 
aunque la proteica salia ligeramente desplazada al frente, 
por lo que se procedid a un reciclado triple, despuds de 
dsto se consiguid delipidar BR y estudiar ambas fracciones 
separadamente.
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3 .2 .4 . Diaousidn
Los dos raétodos utilizadoa para seguir la in- 
teraccion del SDS con MP, aedimentacidn y calorimetria, 
son coïncidentes en cuanto a que el nivel de saturacidn 
se alcanza a una relacidn molar SDS/ (BR-lipido) de al- 
rededor de 400. Por otro lado a saturacidn vemos por s^ 
dlmentacién que la f acoidn de solubilizaoidn es pràoti 
camente 1, y por calorimetria que la entalpia de solubi 
lizacidn es de 109 Kcal. por mol de complejo (BR-lipido^J» 
Sin embargo estos dos métodos siguen distintamente el - 
ourso de la interaccidn detergente membrana ya que por 
sedimentacidn se alcanza una fraccidn de solubilizaoidn 
de 0,5 a una relacidn molar SDS/surstrato de 90 mientras 
que el valor de seraieaturacidn por calorimetria se en­
cuentra a una relacidn molar de I6 0 , Lo que se podria - 
interpretar como que el material que se va solubilizan- 
do no esta todavia aaturado de SDS y es posteriormente 
cuando alcanza la saturacidn.
La figura 8, pone de manifiesto que en - 
el proceao de solubilizaoidn, la relacidn SDS/MP es un 
factor mds indicativo que la concentracidn total de SDS 
como fue senalado anteriormente (4). En la figura 7, V£ 
mos que la solubilizaoidn oomienza a relaciones SDS/MP 
muy bajas, aumentando a medida que aumenta dicba rela­
cidn, basta alcanzar el nivel de saturacidn. A una con­
centracidn total de SDS igual a 5,2 mM, a la cual comien
- 1 2 8  -
zan a formarae micelas de detergente en el tampdn emplea 
do, corresponde una fraccidn de solubilizaoidn superior 
a 0,8 (figura 7) y una saturacidn de la interaccidn SDS- 
MP seguida calorimdtricamente (figura 12), do lo que de- 
ducimoâ que es el roondmero de SDS el que interacciona 
con MP y por tanto el responsable de su solubilizaoidn, 
al igual como se ha visto anteriormente para otras mem- 
branas y proteinas solubles (6) (7). Se justifica ademàs 
la unidn de la forma monomdrica mediante un andlisis ter 
modindmico aencillo. El calor de micelizacidn del SDS es 
0,03 Kcal/mol (8); el ndmero de mondmeros por micela os- 
cila entre 62 y 120 (4); y el valor de la entalpia mdxi- 
ma oe solubilizaoidn de la MP con SDS es de 109 Kcal. por 
mol de complejo (BR-lipido^) , que como ya sefLalaroos antes 
se alcanza aproximadamente a una relacidn molar SDS/ (BR- 
lipido^) de 400, por tanto la solubilizaoidn de MP es un 
proceso energeticamente mucbo mds favorable que la miceli 
zacidn.
Recientemente, se ba estudiado la delipidaoidn 
de MP (9 ) (1 0 ), mediante los detergentes bromUro de dod^ 
ciltrimetilamonio a pH = 3 Y oxido de dimetildodecilami- 
na, los cuales extraen el 90-93^ de los lipidos de MP sin 
destruir ni el complejo pdrpura ni la estructura crista- 
lina. El material parcialmente delipidado no sedimenta a
48.000 X g, 20 min., pero si lo bace a 200.000 xg y 60 
min. Un punto a destacar es que este 5-10^ de lipidos re^
6
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slduales no aolubilizadoa por dichos detergentes tienen 
una coropoaioidn similar a la de los lipidos totales de 
I4P, pero deben jugar un papel eatructural importante, ya 
îluerjal ©xtraerloa el complejo pdrpuia. se destruye. Por 
tanto, en la MP, cdn estos detergentes, primero tiene lju 
gar delipidaoidn basta un 9 0-95^, y despuds desnaturald^ 
zacidn.
El predominio de proteina en MP, y la red cris^  
talina formada por BR mediante interacciones BR-BR, ba­
ce que la rotura de estas interacciones sea la etapa de­
cisive en el proceso de solubilizaoidn de MP, mds que la 
solubilizaoidn de los lipidos que existen en poca canti­
dad y ligados por interacciones relativamente ddbiles c^ 
mo se deduce de los trabajos anteriormente comentados.
Que el SDS desnaturaliza, delipida y rompe la 
membrana pdrpura basta destruir las interacciones pro- 
teina-proteina se deduce de los espectros de absorcidn 
y emisidn, de los experimentos de centrifugacidn en gra 
dientes de densidad, y de los de centrifugacidn diferen 
cial y analitica.
El espectro de absorcidn del material solubi­
lizado muestra que ba desaparecido la banda correspond 
diente al complejo pdrpura (5d8 mm) siendo sustituida 
por una nueva, atribuible a retinal libre con un mdxi­
mo a 397 nm. Xgualmente, el mdximo de emisidn se despla 
za 15 nm. al rojo, al igual que ocurre (3.5) en liposo-
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mas de leoitina de yema de huevo con bacteriorodopsina 
incorporad a en su pared y en donde bemos demos trad o mje 
dlante dicrofsmo circular y dicroismo con resolucidn 
temporal, que la bacteriorodopsina no adopta la estru£ 
tura cristalina propia de la membrana pdrpura.
La evolucidn de la segregacidn lipido-protei 
na por SDS seguida mediante sedimentacidn en gradientes 
de densidad, muestra que a concentraciones crecientes 
de detergente aumenta el porcentaje de lipidos segrega- 
dos al ir intercambiandose dstos por detergente, de mo­
do que a una concentracidn de SDS de 6,9 mM on el gra­
diente, ligeramente superior a la c.m.c. de SDS en nue£ 
tro tampdn, la segregacidn de lipidos alcanza el GO# 
siendo pràcticamente total a 34,6 mM, concentracidn a 
la quo las micelas proteina-SDS exentas de lipido, por 
su mayor densidad, est&n perfectamente separadas en el 
gradiente.
Por centrifugacidn diferencial a 160.000 xg. 
durante 90 min., ya sabiamos que el material solubili­
zado tenia un tamano mucbo mds pequexlo que el de la mem 
brana original, pero fue por sedimentacidn analitica 
(3.4) oomo supimos que en 1# de SDS la especie solubi­
lizada es el mondmero de proteina, y por tanto que la 
rotura babia alcanzado a las interacciones proteina- 
proteina^ mientras que a 0,1# do SDS, todavia bay una 
mezcla de mondmero y dimero de proteina.
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En cuanto a los otros detergentes empleados, es 
decir DchNa y Triton XlOO, sdlo podèmos senalar su menor 
efeotividad respecto al SDS en cuanto a solubilizaoidn - 
total de MP se refiere, Teniendo en cuenta lo que sucede 
con bromuro de dodeciltrimetilamonio (9 ) y dxido de dimje 
tildodeoilamina (lO) la accidn de dicbos detergentes so­
bre MP, deberia estudiarse empleando condiciones y crite 
rios distintos a los utillzados en este trabajo.
Por dltimo, sdlo nos quedan por discutir los r£ 
sultados miorocalorimdtricos que estdn resumidos en la ta 
bla V. Las entalpias mdximas de interaccidn de liposomas 
de lipidos de MP con SDS son relativamente pequenas, de 
lo que deducimos que su oontribucidn a la entalpia de so­
lubilizaoidn de la unidad elemental de membrana pdrpura, 
esto es, (BR-lipido^), va a ser pequena. Por el contrario, 
la entalpia de interaccidn de BR libre de lipidos en agua 
con SDS es de 244 Kcal/mol de proteina, màs del doble de 
la oorrospondiente para (BR-lipido^), en MP.
Por estüdios de sedimentacidn y difusidn (3.4.) 
sabemos que BR libre de lipidos en agua estd formando agrje 
gados cuyo ndmero de agrogacidn es dependiente del tiempo, 
y alcanza valores de 10 a 12 mondmeros, tz*as très e émanas 
de didlisis. No sabemos por el momento que interaccioties *- 
mantienen fundamentalmcnte a los mondmeros en el agregado, 
si bien parece muy razonable pensar que sean bidrofdbicas, 
ni sabemos el valor energdtico de las mismas.
—  1 3 2  —
Un conocimiento de la energia de estabilizacidn 
del agregado en agua por molécula del mondmero, nos perm_i 
tiria eatimar la energia do interaccidn BR-BR en la membra 
na pdrpura, a partir de la entalpia de solubilizaoidn de MP 
una vez deduoida la oontribucidn de los lipidos. Asi, si - 
consideramos una energia de estabilizacidn del agregado en 
agua de 30 Kcal/mol de mondmero, (la entalpia de polimeri- 
zacidn de flagelina es de -34 Kcal/mol (ll)),obtendriamos 
una energia de estabilizacidn de la estructura cristalina 
de îiP superior a las 100 Kcal/mol de BR, ya que la con tri. 
bucidn de la interaccidn lipido de MP-BR tiene que ser muy 
pequeüa comparada con la oontribucidn de la interaccidn - 
BR-BR.
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3.3. TOFOGRAFIA DE BR EN MP; DIGESTION DE CELULAS
COMPLETAS DE H.H., MP Y BR EN AGUA CON ENZIMAS 
PROTEOLITICOS.
Con objeto de conocer la topograf1a de BR en MP 
y haoer un estudio comparative con el efecto que las pro- 
toasas tienen sobre rodopsina en membranas de segmento ex 
temo de bastonea de mamiferos (12) (l3) (l4) (l5)» se e£ 
tudiaron les productos de hidréliais de MP con papalna, 
quimotripsina, torrooliaina, reptilasa, trombina, tripsina 
y plaamina. Loa productos de digestion insolubles se cara£ 
terizaron fundamentalmente mediante eleotroforesis en gel 
en SDS y loa productos solubles por medio de mapas popti- 
dicos.
En las condiciones iniciales empleadas, 37-C., 
relaoidn enzima/proteina 1/20 {P/P), y 30 min. de bidrd- 
liais, s6lo papaina, quimotripsina y reptilasa bidroliza- 
ban MP, obteniéndose en el caso de papaina un dnico produ£ 
to partioulado y final de hidrdlisis.
Se volvid a repetir la digestion con quimotrip- 
aina y reptilasa a una relacidn l/lO (P/P) y tiempos mayo- 
reS; 60 y 120 min., no consiguiendo en ningdn caso la hi- 
drdlisis total. Desde el punto de vista de movilidad elec- 
trofordtica relativa de los productos insolubles, ambos en 
zimas actuaban de forma idéntica, y s6lo se continué el e^ 
tudio de la accién de la quimotripsina.
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Elovando la temperatura a 45-C. (1 6), y emplean 
do una rolacidn enziina/proteina l/lO (P/P) , con un tiompo 
do incubacién de 30 min., MP se bidrolizé totalmente con 
terraolisina,
3 .3 .1 . Proteolisis de MP.
La figura I6 muestra el curso cinético de la hd. 
drélisis de MP con papaina, a una concentracién de 1 mg. 
de proteina/ml. mediante caracterizacién electroforética 
de los productos de digestién insolubles. Al cabo de 15 
min. la hidrélisia es total y éata transcurre a través de 
un producto intermedio que ràpidamente desaparece.
La masa molecular relativa del producto parti- 
culado final de bidrélisis fue 16*500 ^ 500, lo cUai im- 
plica una hidrélisis aparente del 12^ de la cadena poli- 
peptidica si la comparâmes con I8 .7 0O _+ 300, masa molecu 
lar relativa de BR obtenida por el mismo procedimiento - 
(3 .1 .1 .). La masa molecular obtenida para el producto de
bidrélisis intermedio fue 1 7 .5 0 0  + 500.
Con objeto de bacer un estudio bidrodindmico - 
del producto final de bidrélisis por centrifugacién ana- 
litica, 22 mg. de MP se digirieron totalmente con papai­
na y de estas membranas una pequena parte se disolvié en 
1^ de SDS, y el reste se delipidé con disolventes orgd- 
nicos. El residue insoluble tras la extraccién, se disql 
vi6 eii 1^ de SDS dializdndose una parte frente a dicbo -
100
50  -
m
105 15 20
t .  m i n u t o s
Figura l6.- Cinética de hidr6lisis de MP con papaina. Producto in* 
termedio ( - A - ) .  Hidr6lisis total (—O—). (Condiciones - 
incubacién ver texte 3.3.1.).
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medio y el roato frente a agua destilada durante 21 dlac. 
Loa reaultados obtenidoa aparecen en la tabla VII compa- 
rados con los obtenidos en idénticas condiciones con MP 
intégras,
TABLA VII
Sisteraa 
Sistoma
solvento
éptico
1# de SDS 
Scblioren
1# de SDS 
Absorcidn a 280 nm
«2°
Scblieren
MP 1,0 4,4 -
MPH 0,9 2,5 -
BR 1,0 2,1 8,3
BRH 0,9 1,7 9,7
La figura 17 muestra la cindtica de hidrdlisis de 
MP con quimotripsina a una relacidn enzima/proteina l/lO - 
(P/P) y concentracldn de proteina 1 mg./ml. De forma analo 
ga a como ocurre con papainà, la reaccidn tiene lugar a tra 
vés de un producto intermedio de masa molecular relativa -
16.000 Hh 300 llegando a un producto final de 14,000 ^ 3 0 0 , 
bidrolizàndose por tanto aparentemente un 2 5^ de la cadena 
polipeptidica.
En la figura 18 aparecen los perfiles electrofo- 
rdtioos correspondientes a distintos tiempos de bidrdliais 
de MP con quimotripsina. En ella puede verse como desapare 
ce la banda correspondiente a MP original (banda a) su trans 
formacidn en el producto intermedio (banda b) y la forma - 
cidn dol producto final de bidrdlisis (banda c).
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En la tabla VIII aparecen recopiladas las ma- 
aaa moleculares relativas de los productos de bidrdli- 
sis de MP con papaina, quimotripsina y termoliaina. , 
producto intermedio, X^, producto final.
TABLA VIII
MASA MOLECULAR RELATIVA DE LOS PRODUCTOS DE DIGESTION DE MP
Proteaaa Producto RF Masa molecular ÿ bidrolizado 
hidrdlisis
Control MP 1 1 8 .7 0 0 + 3 0 0 -
Papaina 1 ,0 2 1 7 .5 0 0 5 00 6,4
^2 1 ,0 6 1 6 .5 0 0 + 5 00 12
Quimotripsina 1 ,0 6 8 1 6 .0 0 0 + 3 0 0 14
^2 1,137 14.000 + 300 25
Terraolisina -2 1,069 1 6 .0 0 0 500 l4
Con objeto de saber si la porcidn bidrolizada 
con papaina y terraolisina era la misma, se procedid a - 
la proteolisis sucesiva de MP con ambos enzimas, obte- 
niendose indistintamente del orden ompleado en las hi- 
drdlisis, productos finales dnicos de masa molecular re 
lativa 14.200 hk 3 0 0 , lo cual implica una digestiôn apa­
rente de alrededor del 24^ y pudiera indicar que cada 
enzima oorta por extremes distintos de BR. La figura 19 
muestra los perfiles electroforéticos de MP (a) y los 
productos finales de bidrdlisis con papaina (b) termoli^ 
sina (c) e bidrdlisis sucesiva de ambas (d).
+
Figura I9.- Perfiles electroforéticos de MP (A), y de los productos 
insolubles de bidrdlisis tras digestion con papaina (R), 
terraolisina ( c ) , e bidrdlisis sucesiva con ambos enzimas
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Al pellet residual, producto de hidrôlisis de 
MP con cualquiera de los enzimas estudiados, tras sus- 
penderlo en agua se bicieron espectros de absorcidn y - 
emisidn, y de dicroismo circular (DC), y se determind 
la vida media del transient e que aparece a 4l2 nm 
encontràndose que no se veian afectados tras bidrolizar 
una parte de la cadena polipeptidica.
Vistos loa productos insolubles de digestion, 
pasamos abora al estudio de los productos solubles. Por 
un lado estudiamos el ndmero de péptidos solubles gene- 
rados por cada enzima al actuar sobre MP, asi como su - 
posicidn relativa en los mapas peptidicos, comparando - 
ndmero y posicidn para los distintos enzimas, asf como 
con el mapa peptidico obtenido de la digestidn de BR on 
agua por papaina.
Tras conocer la cantidad total de proteina b^ 
drolizada con los distintos enzimas estudiados, se pro- 
cedid a digerir una cantidad de MP tal que, el producto 
soluble de bidrélisis contuviese entre 1 y 1,5 mg/ml. 
de péptidos, qUe dividimos en très fracciones, una de - 
ellas para bacer Una cromatografià descendante en papeli 
y las otras dos para un anàliais bidimensioml de croma 
tografia y eleotroforesis de alto voltaje. En cada exp_e 
riraento se utilizé aproximadamente un mg. de material - 
soluble bidrolizado. Se bicieron los contrôles adecuados 
de corridas en blanco, y con los enzimas tratados en con
-  1 3 8  -
dicionea idéntioaa que loa péptldoa a eatudiar.
Las figuras 20j 21, 22 y 23, muestran los 
oromatogramas y mapas peptidicoa correspondientes a 
la hidrélisis de BR en agua con papaina, MP con pa^ 
paina, MP con terraolisina en un pellet bidrolizado 
previaraente con papainà, y por ûltirao bidrélisia de 
MP con quiraotripsina.
En el raapa peptidico correspondiente a la 
bidrélisis de BR en agua con papaina (figura 20) se 
pueden distinguir màs o menos bien delimitadas très 
zonas de distribucién de péptidos. Un grupo 1, que 
comprende aquellos péptidos duyo RF en la primera d^ 
mensién y movilidad electroforétioa en la segunda - 
Son més pequenos; un grupo 2, comprendiendo aquelloS 
péptidos que àvanzan més en là cromatografia y pre- 
sentan una movilidad electroforética media? y un -* 
grupo 3, con un RF intermedio y la mayor movilidad 
electroforétioa. El péptido F, enmarcado con linea 
punteada, présenta fluorescencia, y tal vez corres­
ponde al péptido que lleva unido el retinal.
En la figura 21, aparecen péptidos en la zjo 
na 1 con una distribucién muy similar a los de BR en 
agua, y también une en la zona 2. En la figura 22 
también aparecen péptidos en ambas zonas. Por élti- 
mo la figura 2 3 , muestra péptidos oon una distribu­
cién en cierto modo intermedia entre las dos anterio
mo
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res. En ninguno de los cases los productos solubles de di­
gestion contonian pOptidos en la zona 3*
3.3*2. Proteolisis de MP fotolizadas con papaina
La fotOlisis de MP en presencia de hidroxilarai- 
na, lleva consigo la rotura de la base de Sehiff retinal- 
lisina con la consiguiente pOrdida del color piSrpura (mà- 
ximo a nm) (17). La figura 24, muestra el espectro de 
absorciOn de MP en tampOn TRIS-CIH 0,1 M, cisteina 5 mM, 
EDTA,2 mM, NH^OH 0,2 M pH = 7,0 antes y después de ser fjo 
tolizadas durante dos boras, tiempo necesario para destruir 
el complejo,pdrpura. MP en idOntico medio, salvo la ausen 
cia de hidroxilamina y tratadas en condiciones idOnticas, 
no muestran diferencia en el espectro de absoroiOn corre^ 
pondiente antes y despuOs de fotolizadas.
Los perfiles electroforéticos correspondientes 
a la hidrOlisis con papaina de MP fotolizadas, aparecen 
en la figura 25. El perfil (a) corresponde a los contrô­
les de MP, bien sin fotolizar o fotolizadas durante 2 b .
El perfil (b) corresponde a MP fotolizadas en presencia 
de papaina, y posteriormente incubadaa a 37- C . durante 
30 min. Por dltimo el perfil (c) nos muestra la accidn 
de la papaina durante 30 min., sobre MP previamente fo­
tolizadas en presencia de bidroxilamina.
La fotdlisis, produce un cambio considerable 
en la estructura de BR, ya que bace que la papaina pa- 
se de cortar un 12% a un 24-28% de la masa molecular rela
s^ n m600520UO
Figura 24.- Espectro de absorcidn de MP en tampdn TRIS-CIH 0,1 M, 
cisteina 5 mM, EDTA 2 tnM,NI^0H0,2 M, pH = 7* S in foto
lizar (--). Fotolizadas durante 2 h. (.... ). (Oondi-
ciones de fotdlisis ver texte 3.3.2,).
Figura 25.- Perfiles electroforéticos de MP fotolizadas. A, control.
B, MP fotolizada en presencia de papaina e incubada pos­
teriormente. C, MP fotolizada en presencia de hidroxil­
amina e incubada posteriormente con papaina.
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tivQ. de BR.
La tabla XX recoge las masaa moleculares re-
lativas do loa productos de bidrdlisis de MP fotoliza-
dasy con papaina •
TABLA XX
RF Masa molecular i  _
Control MP 1 1 8 .7 0 0
MP fotolizadas 1 ,0 6 5 1 6 .2 0 0 13
en presencia de 1 ,1 3 2 14.200 24
papaina 1,288 12.400 34
MP fotolizadas 1 ,0 7 1 5 .7 0 0 16
en presencia de 1 ,1 5 8 1 3 .5 0 0 28
bidroxilamina 1 ,3 2 12.200 35
3 .3 .3 . Proteolisis de H.H.
Para ampliar nuestra inforraacién sobre si los 
très enzimas estudiados cortaban la cadena polipeptidi- 
oa por el mismo o distintos extremos, y saber cual de 
elles quedaba en la parte extema de la membrana, se 
procedié a bidrolizar MP en células complétas.
Hay que senalar una vez màs, que en este caso 
el medio contenia ClNa 4M, ademàs de los activadores rje 
queridos por cada enzima.
Los resultados relatives a la masa molecular 
de los productos de bidrélisis aparecen recopilados 
en la tabla X.
- I4l -
TABLA X
Proteasa Tiempo RF Masa molecular
Control MP 1 1 8 . 7 0 0 -
Papaina 1  b . 1 , 0 0 2 1 8 . 8 0 0 -
1,053 1 6 . 7 0 0 1 1
1,083 1 5 . 7 0 0 1 6
Quimotripsina 18 b . i , o 3 1 7 . 4 0 0 7
24 b . i , o 4l 1 7 . 2 0 0 8
Terraolisina 2  b . l , o 4i 1 7 . 2 0 0 8
3.3*4. Diacusién
Tras la digestién de MP con papaina, terraolisina 
y quimotripsina, el residue insoluble, muestra un espectro 
de absorcidn en el visible y ultravioleta medio, y un es- 
peotro de emisidn cuantitativa y cualitativamente igualos 
a loa de la membrana antes de la digestién. El espeotro de 
DC es cualitativamente igual al de MP Intacta, y la vida 
media de la especie ae afecta tras la di^estién.
Este nos demuestra que el cromdforo responsable del com- 
plejo pdrpuia, base de Scbiff protonada, asi como los amd^  
noàoidos arométicos de la proteina permanecen intactes en 
este residue insoluble no accesible a las proteasas, y 
nos porraite suponer que muy posiblemente, conservando la 
misma disposicién estructural que en la membrana Intacta. 
Las medidas de dicroismo lineal con resolucién temporal 
de BRj^-j^2 » igualmente muestran que en MP digeridas, BR
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mantiene su estructura cristalina. Entre los motives que 
juatifican un acceso limitado de las proteasas, tenemos 
principalmente las interaociones BR-BR responsables de - 
la red cristalina que forma BR en MP, y las interaociones 
BR-lipido.
Cuando esta estructura se destruye, por ejem- 
plo en BR libre de lipides en agua, la proteina se digi^ 
re totalmente en péptidos solubles como bemos visto en 
la figura 20. Al oomparar este mapa peptidico con aque­
llos correspondientes a los productos solubles de diges^ 
tién de MP con los très enzimas mencionados anteriormen 
te, observâmes la presencia de un grupo nuevo de pépti­
dos, que anteriormente identifioamos como zona 3, y que 
relaoionamos oon la parte de BR en MP no accesible a 
las proteasas y entre los que se enouentra un péptido 
fluorescente, que llamamos F, posiblemente relacionado 
con el péptido al que estd unido el retinal.
Otro aspecto importante de los estudios de d^ 
gestién proteolitica, es identificar la regién de la m£ 
lécula de donde provienen los productos solubles de bi- 
drélisia asi como, en una proteina de membrana, si esta 
regién està on el lado citoplasmàtico o extracelular de 
la membrana.
Antes de entrar en este aspecto, queremos r^ 
cordar, que dado que el método de eleotroforesis en gel 
de poliacrilamida on SDS, omploado para la oaracteriza-
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cién de la masa molecular de los productos insolubles de 
digestién es tan déficiente (3*4.), estas masas molecula 
res son meramente provisionales, y por tanto los porcen- 
tajes de dlgestién deducidos de ellaa, basta que no se - 
determinen con métodos mds rigurosos. En esta discusién 
de proteolisis de MP, considérâmes el peso molecular de 
BR obtenido por eleotroforesis de 18.700, a pesar de que 
por un método riguroso bemos determinado que es 34.000.
Primeramente tenemos que destacar, que los e£ 
tudios de eleotroforesis de los productos insolubles es^  
tàn de acuerdo con los resultados espectroscépicos, es­
te es, que bay una regién central mayoritaria de la pr£ 
teina que es inaccesible a Los enzimas, y que éstos, s^ 
lo afectan a una o a las dos régiones terminales de la 
proteina ya que el que màs digiere, quimotripsina apa­
rentemente sélo alcanza el 25^ de la proteina. Papaina 
oorta un 12^ y termolisina un l4^. En los experimentos 
de digestién sucesiva de MP con ambos enzimas, indepen 
dientomente de la secuencia de digestién, se digiere - 
un 24^, lo que pudiera interpretarse como que papaina 
ataca principalmente en un extreme terminal y termoli­
sina en el otro.
También en membranas de segmente externe (l4), 
sucede que la fraccién de rodopsina bidrolizada por qu^ 
motripsina, es aproximadamente el doble de la digerida 
por papaina, babiéndose también encontrado en ambos ca
-  1 4 4  -
SOS un producto intermedio insoluble de hidrélisis, equi 
valente al que nosotros llamamos X^(tabla VIIl).
Las significativas diferenoias en los mapas - 
peptidicos de los productos solubles de digestién con los 
très enzimas, se puede interpretar como una evidencia mds 
de que las régiones terminales de la proteina a las que 
tienen acceso, son distintas para cada una de elles. Los 
productos solubles de digestién con papaina, correspon- 
den fundamentalmente a los péptidos de la zona 1 del ma 
pa peptidico de BR libre de lipides en agua, mientias - 
que los de termolisina estàn en el limite entre la zona 
1 y 2 y en la zona 2, y los de quimotripsina estdn dis- 
tribuidos igualmente entre las zonas 1 y 2,
Hasta abora, bemos visto que las partes de BR 
en MP atacadas por las proteasas son las terminales, y 
solamente alguna evidencia indirecta de que la papaina 
y termolisina pueden cortar por extremos distintos.
Los resultados de los experimentos de diges­
tién en células complétas, resumidos en la tabla X, son 
ooncluyentes en cuanto a demostrar que papaina digiere 
fundamentalmente el extreme terminal extracelular, ya 
que en estas circunstancias, en las que suponemos no - 
tiene acceso al interior citoplasmàtico, corta basta un 
l6^ del total de BR. Estos resultados no son tan concl^ 
yentes en cuanto a la polaridad de las régiones atacadas 
por termolisina y quimotripsina, ya que por un lado estos
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enzimas cortan hasta un 8^, por tanto afectan a la re­
gién extracelular de BR en MP, pero no sabemos, si esta 
limitacién con respecto a lo que oortan en MP aisladas 
es debida a la pared celular existente, o a la alta fuer 
za iénica en el medio, o a los mismos impedimentos que 
encuentran en MP aislada. Si es este dltimo el caso, que 
es lo mds razonable, entonces, podemos conclüir que am­
bos enzimàs cortan por los dos extremos, si bien quimo­
tripsina afépta principalenente el extreme citoplasmdti 
co.
Nos queda abora por discutlr, el efecto de la 
fotélisis sobre la accesibilidad de los enzimas ^roteo- 
liticos a BR en MP* Si durante el procèso de fotélisis 
bay una proteasa en el medio, en nuestro caso papaina - 
el poroentaje de digestién aumenta del 12^ al 34 ÿ sin 
destruir el oomplejo pérpura lo que nos indica;que el en 
zima tiene un mayor acceso a la proteina y ademds sigue 
respetando su cuerpo central. Por otro lado, si dUürante 
la fotélisis de MP bay bidroxilamina en el medio, y se 
destruye la base de Scbiff, la digestién con papaina de 
estas membramas, también muestra que el enzima tiene un 
acceso roucbo mayor a la proteina bidrolizando basta un 
35^.
Estos dos tipos de experimentos, nos permiten
concluir que durante la fotélisis bay un gran cambio en
la estructura de BR en MP, que al igual que permite el 
acceso de bidroxilamina basta la base do Scbiff, permite 
un mayor ataque con papaina.
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3.4, COMPORTAMIENTO HIDRODINAMICO Y PESO MOLECULAR
DE BR EN SOLUCIONES ACUOSAS CON DETERGENTE Y
EN AGUA
3.4 *1. Coeficientea de aedimeiitacién de BR en 
via y 0,1$ de SDS y en agua
Vjo de SDS.- En un principle, se utilizé aiat£ 
ma éptloo sblieren apareciendo un pi00 aalmétx^ioo qüe - 
no llegé a desdoblarse, obteniéndose por tanto coeficien 
tea de sedimentacién medios de micelas de SDS y micelas 
BR-SDS. Estes coeficientea medios muy bajos = IS
apenas varian con la concentracién como puede verse en 
la figura 26 A y tienen un valor muy parecido al coefi- 
ciente de sedimentacién de las micelas de SDS =
= 0 ,9s). La figuz*a 26 B muestra la similitud en los mà- 
xiroos de los gradientes de concentracién scblieren para 
micelas de SDS sélo (pico de la izquierda) y para mez- 
cla de micelas de SDS y SDS-proteina (pico de la dere- 
cba) .
Empleando, absorcién a 280 nm con deteccién - 
fotoeléctrica, las micelas de SDS absorben muy débllmen 
te, por tanto se puede seguir la sedimentacién de las - 
micelas BR-SDS separadamente.
Las muestras ban de estar perfectamente equi- 
libradas oon el sistema solvente, lo cual exige largos 
periodos de diàlisis (minime de très semanas), y la tem 
peratura a la cual se realiza este proceso influye nota
BA 2 8 0
Figura 26.- A, coeficientes de sedimentacién de BR en de SDS, ut^ 
lizando sistema éptico scblieren. B, sedimentacién por 
scblieren de micelas de SDS (pico de la izquierda) y mi­
celas SDS-BR (pico de la derecba),(— » direccién de sedi­
mentacién) .
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bleœente en el valor de les coeficientes. La figura 27, 
refleja para una dnioa muestra la influencla de la tem­
pérât ura durante el période de diàlisia, as! como les - 
valores obtenidos utilizando los distintos slstemaa 6p- 
tlcos antes menciônadoa. En los trabajos posteriores dia 
llzamos las mUestràs a la miâma temperatura que la selec 
cionada para los experimented de ultraoentrifugaoidni
La figu±*a 28 A,vbestra èbmo la variacidn de - 
los coeficientes de sedimentaoi&n con la concentracidn 
es prdctioamente nula. Per minimes ouadrados extrapolan 
do a conoentracién cero, se obtiene un valor de 
= 2,1 Hh 0, IS .
0,1^ de SDS.- Los expérimentes se realizaron 
a 25- C. y por absorciôn a 280 nm. La figura 28 B, nos 
muestra que existe una mayor dependencia con la concen- 
tracidn que con 1^ de SDS. En algunos oasos se observa- 
ron indicios de agregacién (éstos no se incluyen en la 
gràfioa anterior ni en el càlculo del ooefioiente). El 
valor final obtenido es de ^2^oq = 2,4 + 0,18.
Agua.- Se comprobd que tras diàlisis exhaust^ 
va frente agua destilada, de las soluciones de BR en lÿ 
de SDS; éata permanece en soluoidn en forma agregada y 
a 48.000 y 5^*000 r.p.m. sedimenta como un pico asimé- 
trico. En algunas ocasiones aparecieron otros picos se- 
cundarios, abora bien el ndmero de éstos, su intensidad 
e incluso el coeficiente de sedimentacién medio no son
-o- Sc 2.1 s
Sc 1.5 s
-6- Sc 1.06 s
cn
.79
5025 75 100
t . m i n u t e s
Igura 27.- Coeficientes de sedimentacidn de BR en Vf> de SDS (A^qq = 
= 1 ,5). Temperatura de diàlisis 25° 0., absorcidn'a 280 
nm ("O’). Temperatura de diàlisis 282 c . ,  absorcién a 280 
nm (■♦•). Sistema àptico scblieren (-A-).
9s
7
.8 1.24
280
Figura 28.- A, coeficientos de sediroentaclén de BR en Vfo de SDS, B, 
coeficientea de sedimentacl6n de BR en 0,1^ de SDS. C, 
sediinentaci6n por Scblieren de BR en agua. D, coeficien 
tes de sedimentacion de BR en agua.
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eatables, lo oual parece indioar que ae trata de un agre- 
gado (figui*a 28 C) cuyas caracteristlcaa dependen de la - 
preparaoidn, AadC en la figura 28 D, se muestra la linea- 
ridad existante entre los coeficientes de sedimentaci6n - 
deterroinados en el mismo dia para distintas diluciones de 
una muestra después de très semanas de diàlisis, para 1^ 
que se obtuvo un s® de 8,3 +. 0,1S. Sin embargo, diez dias 
màs tarde el s * obtenido de estas mismas muestz*as era de 
9,7 + 0,2S lo que pone de manifiesto el efecto del envej^ 
cimiento sobre el estado de agregacién de BR en agua.
3.4.2. Coeficientes de difusiàn de BR en y
0,1# de SDS y en agua
Los coeficientes de difusiàn aparentee se obtuvi_e 
ron a partir de la ecuacidn:
D = -----£ --------------  (2)
4n t
Donde A, es el àrea en cm interceptada por la - 
curva scblieren y el eje de abscisas, y H es la altura mà 
xima de la curva de campana en cm. Después de ampliar la 
plaoa fotogràfica del registre gràfico, ambas medidas se 
obtuvieron con un planimetro ARISTO II38L. G, es el factor 
de ampliaciàn total de àreas y altui»a. En los expérimentes 
realisados por nosotros, los tiempos de registres utiliza- 
dos ban estado comprendidos entre unes pooos centenares de 
seg. y 180.000 seg.
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Las muestras conteniendo SDS se prepararon sje 
gàn las oondioiones previamonte estableoidaa, es decir, 
diàlisis dui*ante 21 dias a temperatura igual a la de ex 
perimentaci6n.
Los valores obtenidos en 1# de SDS se repère- 
sentan en la figiira 29 de la que se deduce que el coefi 
ciente de difusiàn de BR medio es independiente -
de la conoentraciàni bbteniéndose un = 0,66 xlO*"^
2 -1 cm seg. .
En la misma figura vemos por el contrario la
fuerte dependencia del coeficiente de difusiàn de BR en
0,1# SDS, pax*a la que extrapolando a concentraciôn cero
se obtiene D® ~ x 10  ^cm^ seg. ^, que podria
interpretarse como debida a cierto grado de agregaciàn
de la proteina a estas concentraciones bajas de SDS.
Por dltimo la variaciàn con el tiempo en la
forma de los gradientes de concentraciàn de BR en agua
libre de detergente, demostrà que se trataba de un agrje
gado como ya hemos visto por sedimentacidn. A tiempos
pequenos de difusidn, los valores de los coeficientes
determinados eran màs altos (masas moleculares bajas) e
imprecisos. A medida que el tiempo de difusidn aumenta-
ba, los valores ei*an màs bajos (masas moleculares màs
altas), se estabilizaban y se bacian independientes de
la concentracidn de proteina (figura 29), extrapolando
—  6 2a conoentraoidn cero a un valor D® = 0,73 x 10" cmagua '
-1seg.
tn
Èo
X
o
1.0
.6
m g . m l
Figura 29*~ Coeficientes de difusidn de BR en lÿ de SDS (-0-), 
0,1^ de SDS (-A*) f y en agua (-#-).
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3.4.3. Volumen eapecffico parcial de BR en 
de SDS y en agua
Las determinaciones de volumen especdCfico en 
1^ de SDS; se bicieron siempre a partir de soluciones 
que se dializaron hasta equilibrio frente al sistema - 
solvente y que contenfan una cantidad determinada de - 
peso seco en un volumen exactamente pesado. A partir - 
de esta pesada y la densidad se calculd la concentra- 
ci6n en gr/ml. de las muestras. Las figuras 30 A y 30B» 
muestran la dependencia lineal de la densidad frente a 
conoentraoidn»A partir de la pendiente de estas rectas 
aplioando la ecuaoidn (9 ) (capltulo 2 ), calculamos el 
valor del volumen especifico parcial, que en este caso 
no varia oon la ooncentracidn (pendiente constante).
Asi 86 obtuvo un valor de 0,752 ml./gr. para , oon - 
una desviacidn en très determinaciones de + 0 , 0 0 1  ml/ 
/gr.
Las determinaciones en agua, se bicieron em- 
pleando oonoentraciones previamente estandarizadas fren 
te a absorbancias ( 3 1 5  ), obteniéndose pai*a v^ un va 
1er de 0 , 8 1 5  ± 0 , 0 0 1  ml/gr. (dos determinaciones).
Como se vi6 en 2.3•8.3, Tanford y otros (18) 
relacionando ambos voldtnenes especificos, y vg, cal^  
culan el valor de 6D (gr. de detergente ligados por gr. 
de proteina) , suponiendo que el volumen especdCfico par 
cial del detergente unido a la proteina debe ser muy -
1.0030
1.0027
1.002 4
32
mg.ml
.9970
.5 1 • 4.mg.ml
Figura 30.- Densidad frente a concentracidn. A, BR en de SDS. 
B, BR en agua.
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parecido al valor de v^ en la mioela de detergente pura, 
= 0 , 8 7 0  ml/gr. (1 8). Aplioando la ecuacién (14} (cr.p_i 
tulo 2 ), despreciando el dltimo término (contribucl6n de 
otras sustancias distintas al detergente) y reagrupando 
termines nos queda:
*2 = Vg " ^T“ ~^ Pq
donde p^, la densidad del disolvente (tampdn TRIS-CIH 
0,1 M, pH = 7,7, 1^ de SDS) es igual a 1,00235 gr/ml.
Sustituyendo valores obtenemos un valor de 
6^ = 0 , 4 9  gr. de SDS por gr. de BR o 58 moles do SDS por 
mol de BR (peso molecular de BR utilizado 34.000).
El volumen especifico parcial, v , de la mioe­
la BR-SDS puede calcularse (18) a partir de la ecuacidn:
_ *  ÿg + «D
V = (4)
y sustituyendo valores se obtiene v = 0 , 8 3 3  ml/grf,
3 .4 .4 . Peso molecular de BR en Vjt de SDS
3 .4.4.1. Equilibrio de sedimentacidn
Al iniciar estes expérimentes y hasta alcanzar 
las condiciones expérimentales adecuadas se obtuvieron - 
una serie de valores de la masa molecular cuya disper­
sion nos llevO a dudar de su validez, y que ilustramos - 
brevemonte a continuaciOn.
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El empleo de aceite para fortnar un fonde arti­
ficial en el canal de la disoluciOn proteica y debido a 
au interaociOn con el detergente cambia las condiciones 
de equilibrio, obteniOndose valores de pesos moleculares 
muy bajos (19.OOO y 22.700).
Si la soluciOn protefca se dializa a tempeiatia 
ras inferiores a las de experimentaciOn, obtenemos valo­
res altos de peso molecular (37.000). Ademàs en este ca­
so al oentrifugar a alta velocidad para determiner la 1^ 
nea de oero^ Osta queda por debajo del oero Optico (figu 
ra 31 a).
Por fin, empleando una Optica reciOn alineada, 
realizando el proceso de diàlisis a la temperatura de ex 
perimentaciOn, y enrasando los meniscos de disolvente y 
disoluciOn, la linea base apareciO a nivel del cero Optd^  
co, el blanco presentO una linea horizontal, obteniOndo- 
se asi en distintos experimentos, equilibrios de sedimen 
taciOn oon registros superponibles, dando por tanto un - 
Onico valor de peso molecular.
En la figura 31 B y 31 C se muestra la curva -
2
exponencial de conoentraciOn frente a r y su correspon- 
diente linea de base para une de los experimentos vàli- 
dos. Dichos perfilos corresponden a la soluciOn de ^280“
= 0,2. La velocidad de regimen fue de I6.OOO r.p.m. y la 
temperatura 23,4e C .
Segdn se viO en 2.3 .8 .3. la ecuaciOn final pa­
ra calculer el peso molecular de BR en 1^ de SDS por equi
Figura 3 I.- A, linea de cero de una muestra dializ-ada a temperatura
inferior a la de experimentaciOn. B, curva exponencial
2
de concentraciOn frente a r y C, linea base para un ex_ 
perimento correcte (-^ 280 ~ 0*2, I6 .OOO r.p.m., 23,4e C., 
72 b.).
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librio de sediinentaciOn es:
d 2 R T
d ond ei
T = 2 9 6 ,4 9 K
K constante de los gases = 8,313 x 10  ^ (erg.sK )
2 6 to) velocidad angular al cuadrado (rad/seg.) = 2,807x10
t
$2 = 0 , 7 5 2  ml/gr. y pQ = 1,00235 gr/ml segdn se vio en
(3 .4 .3 .)
r , distancia al eje de rotaciOn (en cm. reales).
C 2 G one entrac i On (AggQ)
Por tanto: = k —  ^ ?
d r2
Donde k = , ? ?—T. _ 1 , 6 5  % 10^
(l.»'P0) m2
*
dlogCg
dr^
es e.L
' »
valor de la tangente obtenida representando A2gQva-bsor 
bancias calculadas a partir de alturas de eflexiOn de 
pluma, transformadas a travOs de las curvas de calibra 
ciOn de cada une de los registros), frente al cuadrado 
de las respectivas distancias al centre de giro en ce. 
reales.
La figura 32 muestra las representaciones de 
2
absorbanoia frente a r para cada una de las células 
de une de los experimentos, ( A 2g Q  = 0 , 2 ,  0 , 3 »  0 , 4 , 0 .  5) de 
cuyas tangentes, se obtuvieron las masas moleculares apa
5.A
1
r*crn5048
Figura 32.- Equilibrio de sedimentaci6n de BR en Vfi de SDS.
(16.000 r.p.m., 23,49 C.). A, = 0,2; B, 0,3;
C, 0,4; D, 0,3*
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rentes que aparecen resumidas en la 
TABLA XI
Tabla XI
Cëlula nS ^280 Tangentes “zapp
1 0 - -
2 0,2 0 , 2 0 5  + 0 , 0 0 5 3 3 . 8 0 0 + 800
3 0,3 0 ,2 0 3 8+ 0 , 0 0 3 3 3 . 6 0 0  + 8 0 0
4 0,4 0 , 1 9 8  + 0,002 3 2 . 7 0 0  + 600
5 0,5 0,2046+ 0,002 3 3 . 7 0 0  + 400
Medlante un ajuste de minimes ouadrados re­
presentando el inverso del peso molecular aparente fren 
te AggQ con los dates de los experimentos realizados, 
dan un peso molecular para BR de 34.000 ^ 900.
Una vez conocido que la proteina sin solvatar 
tiene un peso molecular de 34.000, y que 6^ = 0,49» la 
masa molecular de la mioela BR-SDS, vendrà dada por:
= Mg (l + 6g) = 50.700.
3 .4.4.2. Combinaoidn de medidas hidrodinàmi- 
cas
£1 coeficiente de sedimentacidn determinado 
por ultraoentrifugaci6n analitica en lÿ de SDS, y extra 
polando a concentracién cero (s en S) viene dado por 
la ecuacidn
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/.ÂÜii!£2 (6)
N fa
puasto qua hidrodinéitnicainente, se tz*ata de la part£c£ 
la antara BR-SDS, donde N, es el ndmero de Avogadro y 
fg as el ooefiolente de frioci6n de la particule de - 
masa molecular determinado por sedimentaci6n.
El coeficiente de difusidn (D en cm . seg” ) 
Se expreaa segdn la ecuacidn:
siendo f^ el coeficiente de friccidn determinado por - 
difusidn.
Si en una misma muestra déterminâmes ambos - 
coeficientes s y D, los coeficientes de friccidn rela- 
cionados con ambos paramétrés, es deoir f^ y f^, deben 
ser iguales (1 9 ) al corresponder a una misma partlcula. 
Por tanto, podemos despejar f entre ambas ecuaciones. 
Extrapolando a conoentracidn oero separadamente s y D, 
y reagrupando términos nos queda ;
M* = --------  (8)
D*(l-v*p„)
Tanford y otros (l8) (20), emplean esta ecua 
ci6n para caloular el peso molecular de la protelna no 
solvatada Mg, sustituyendo el volumen especlfico par-
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olal do la mleeXa BR-SDS, v*, por el volumen especlfioo 
partial efeotivo de la protelna. Para ello ha de cum 
pllrae: a) que la aoluci6n mds allà de la zona limite - 
tenga una oonoentraoidn de protelna constante (zona pla 
teau), b) el oomponente difusible (SDS en nuestro caso), 
esté en equilibrio a lo largo de la célula, c) los expe­
rimentos ban de realizane por eneima de la c.m.o. Se- 
gdn este, la ecuacién anterior puede expresarse:
„ = U f T  (9)
D (l-$2 Pg)
Segdn bemos visto en 3.4.1. y 3*4.2. a1^ SDS
= 2,1 ± 0,1 S, y D£^ gjjg = 0,66 x 10  ^Cm^ . seg”^ .
Los otros paz*dmetros segdn se vi6 en 3*4.3. tienen los
I _*
siguientes valoresi = 0 , 7 5 2  ml/gr. 5 v = 0 , 8 3 3  ml/gr., 
y Pq = 1,00235  gr/ml. Sustituyendo en las ecuaciones ( 8 ) 
y ( 9  ) obtenemos para un peso molecular de 3 2 . 1 0 0  y
para 47.800, valores ambos ligeramente mds bajos que 
los obtenidos por equilibrio de sedimentacién. Estas di- 
fereneias se pueden explicar: En primer lugar porque se 
trata de un método de medida muobo menos precise; y en - 
segundo lugar, aunque todas estas determinaciones sc 
san en masas moleculares promedio en peso, la relaoién 
s/D puede no dar exactamente el mismo promedio (19).
3*4.4.3 . Dimensiones y forma de la particule 
total
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El radio mfninjo ( R min.), es el valor del 
radio que tendria una esfera no solvatada con un vo­
lumen igual al de la particula BR-SDS, (18) estando 
relaeionados por la siguiente expresiént
- M* M
V = 4/3n =  V « — S_ ( V g  + «g V g )  (10)
.O
donde sustituyendo valores, se obtiene un R^ ^^  ^= 26A.
El radio de Stokes (Rs ), es el radio de la
esfera équivalente, que tendria el mismo coeficiente 
de friooién que el que posee la particula y viene da­
do segtSn la ley de Stokes t
f = 6nnRfl (il)
siendo n, la viseosidad del disolvente en poises =
= 9,é36 X 10 (valor del tampén con 1^ de SDS deter
minado experimentalmente)i A partir de la ecuaoi6n ( 6 ) ,
-7
podemos calculer f = 0,66 % 10 , valor que sustituido
o
en la ecuaoién de Stokes nos da un Rs = 36 A.
El cooiente Rs/R^^^^ proporoiona una informa-
ci6n aproximada sobre la forma y la solvatacién de la
particule total. Calculando el coeficiente de friocién
por medidas de sedimentacién se obtiene un Rs/R . demin
1,4. A partir de medidas de difusién la relacién Rs/ 
^^min l#35i valor pràoticamente igual al obteni­
do por sedimentacién, ya que una variaoién de 0,05 S, 
que esté dentro del error experimental, nos daria la -
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miaina reXAcién.
Al menos un 75^ de todas las proteinas solu­
bles en agua oonocldas tienen una relaolén Rs/R^j^^< 1 ,2 5 , 
demostrando que deben ser globulares y relatlvamente p£ 
co solvatadas. Si suponemos una oontribuoién razonable 
de la hidrataoién (21) 0,2 gr/gr. de protelna, una rela 
eién de Rs/R^ j^^  ^de 1,4, indicarla un elipsoide prolate 
con ùnia felaoién axial de 6-5 é 1.
3 .4 .5 . Peso molecular de BR en SDS al 0,1#
3 .4 .5 .!. Equilibrio de sedimentaclén
Realizado el equilibrio de sedimentaoién en - 
las ccndlèionos previamente establecidas para 1^ de SDS, 
temperatura de diàlisis igual a temperatura de experimen 
taoién 2 5 G C . y células sin fonde de aceite, se obtuvi^ 
ron a 20.000 r.p.m. los resultados refiejades en la fi-
o
gura 33* Esta representacién de ^280 a r se pu^
de ajustar a dos rectas de distinta pendiente A y B, in 
dloando la existencia de al menos dos especies diferen- 
tes.
El equilibrio de sedlmentacién mide directa-
mente el término definido termedinàmicamente M_ (l-$p ),
— 0
si oonocemos la masa molecular de la protelna M^, pode­
mos caloular el volumen especlfico parcial efeotivo y - 
por tanto la cantidad de detergente unida a la protelna
(*d ) (22)-
525150 r
Figura 33•- Equilibrio de sedimentaci6n de BR en 0,1^ de SDS
(20.000 r.p.m., 25,39 G., 72 h., = 0,2). ( E x -
plicacidn de rectas A y B ver texte 3*4.5).
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Con el valor de = 34.000 obtenido en lÿ de 
SDS que debe ser la masa molecular minima poslble y el 
término (l- # Pq) extrapolado a concentracldn cero - 
para la recta de menoa pendiente (A), se calculé un
f
'id ~ 0,79 ml/gr. y aplioando la ecuaclén ( 3 ) se ob­
tuvo para un valor de 0,17 gr. de SDS/gr. de BR,
Utilizando el método de Goldberg y otros (23) 
para caloular en un equilibrio de sedlmentacién de un - 
sistema * paucidlsperso, la contrlbuclén del components 
de mayor masa molecular, se resté de la tangente de la 
recta B el correspondlente valor de la tangente de A, 
obtenléndose as! el téimilno (l - ♦ Pq ) païa. el se­
gundo componente.
Suponiendo que se tratase de un dlmero de BR, 
su masa molecular séria 68.000, pues bien, con este va­
lor se obtuvo también un volumen especlfico parcial 
efeotivo aproxlmado de BR en 0,1# de SDS de 0,79 ml/gr.
Por éltlmo, suponiendo que la recta B corres­
pondisse a un trlmero su peso molecular séria 102.000, 
y el valor del volumen especlfico parcial efeotivo co- 
rrespondlente resultarla ser 0,86, valor que bay que - 
desoartar al ser aûn mayor que el medldo para la protel 
na en agua (0,815).
Asl pues, aceptando que = 0,793 ml/gr.
y = 0 , 1 7  se obtuvo un volumen especlfico parcial de 
la particula total BR-SDS, Vq = 0,82 ml/gr. y la ma-
- l6o -
sa molecular de la particula entera . = 40.000,
2o,1# SDS
3*4.5•2. Comblnaclén de medidas bldrodlnâmioas
Como se vlé en 3*4.1. y 3.4.2. Sg g^g = 2,4lS, 
—6 2 —1y Dq i^Ds = 0,97 . 10“ cm * seg"* , Aplioando la ecuaclén 
( 9) se obtiene para la masa molecular de la protelna no - 
solvatada un valor de 31*000 y para la particula total BR- 
SDS 3 6 *3 0 0 , ambos Inferiores a los calculados por equlll- 
brlo de sedlmentacién de forma anéloga a lo que courre con 
1# de SDS,
3*4,5*3* Dimensiones de la particula total.
Tenletldo en cuenta que g^g = 9,266 x 10~^
poisesÿ aplioando la ecuaclén ( ^  ) se obtiene f = 0,48, loT^
o
y segdn la ley de Stokes Rs = 28 A. El valor del radio ml-
o
nlmo obtenido fue 2 3 A y la relaclén Rs/R^^^ = 1,21, es - 
declr la particule posee una forma aproxlmadamente esfér^ 
ca,
3 .4 .6 , Peso molecular de BR en agua 
3 ,4.6.1. Equilibrio de sedlmentacién.
Se blzo un expérimente de equilibrio de sedimen 
taelén a una velocidad de réglmen de 7*200 r.p.m. Al cabo 
de 72 b ., los registros mostraban que se babla llegado a 
una sltuaolén de equilibrio. Representando AggQ frente a 
r I de los registros oorrespondlentes a oada oélula se - 
obtuvieron llnoas rectas de cuya pendiente y empleando -
- i6l -
el volumen espeeiflco parcial para BR en agua, ( v^ =
= 0 , 8 1 5  ml/gr.), 80 calcularon valores de pesos mole- 
culares y medlante un ajuste por mlnlmos ouadrados de 
sus inversos frente ^280 ^ conoentrac 1 én cero,
un peso molecular de 3 9 0 *0 0 0 .
3 .4.6 .2 . Comblnaclén de medidas bldrodlnàml- 
cas
Aplioando la ecuaclén ( 9), y utilizando los 
coeficientes de sedlmentacién y dlfuslén calculados s^ 
multaneamente a una misma muestra se obtuvo en el mis­
mo dia y a la misma concenti*aclén por este método un - 
peso molecular de 202.000. Conslderandc que el monéme- 
ro de BR tlene un peso molecular de 34.000, ello supo- 
ne que estén agregadas 5,9 moles de BR mlentras que - 
con el peso molecular obtenido en 3*4.6.1. el ndmero 
de agregaolén es 11,5, os declr aproxlmadamente el do- 
ble. Estos valores son lo sufIclentemente expreslvos - 
por si solos para Indlcar que en efecto la proteina - 
tz*as extraor el SDS permanece en soluelén, pero en una 
forma agregada y variable como ya se softalé en sedimen 
taelén. En la siguiente tabla, se resumen los resulta­
dos obtenidos en el presents trabaje.
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TABLA XII
1# SDS 0,1# SDS Agua
®25SC. 2 , 1  + 0 , 1 2,4 + 0 , 1 9 , 7  ± 0,2
^ 2 5 2 C.(cro^,sg“ )^ 0 , 6 6  X 10 ^
- 6
0 , 9 7  X 10 0 , 7 3  X 1 0"^
P q  (gr/ml) 1 , 0 0 2 3 5 1 , 0 0 1 2 5 0 , 9 9 7 0 4
$2 (ml/gr) 0 , 7 5 2  ± io~3 0 , 7 9 0 -
Vg (ml/gr) - - 0 ,8 1 5+1 0“^
V (ml/gr) 0,833 0,82 -
ôD 0 , 4 9 0 , 1 7 -
b)
3 4 .0 0 0 + 9 0 0
3 2 . 1 0 0
3 4 . 0 0 0  - 68.000
3 1 . 0 0 0
3 9 0 .0 0 0  
20 2.000
z 5 0 . 7 0 047 * 800 40.0003 5 . 0 0 0 _
f (gr/seg) 0,66 X 10~7 0,48 X 10~/ -
R=/^mln 1,35 1,21 -
a) Equilibrio de sedlmentacién
b) Comblnaolén de medidas bldrodlnémlcas
El error oon que se expresan los resultados expérimentales ob 
tenldos, son una expreslén de la dlsperslén de suceslvas med^ 
das.
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3 .4 .7 . Diacusién
Ha babido varies intentos do determiner la masa 
molecular de BR, realizados por autorea y técnicas dife- 
rentes. Los resultados dlscrepantes entre si, se recogen 
en la tabla siguiente:
TABLA XIII
Autores Técnlca Peso molecular
OESTERHELT y Electroforesls en gel
STOECKENIUS
{1 ,9 7 1) (1 )
pollacrllamlda - SDS 2 6 .0 0 0 + 3 0 0
KUSRWAHA y Electroforesls en gel
otros (1 .9 7 5 ) pollaorllamlda-SDS 1 9 .0 0 0 + 8 0 0
( 2 ) Velocidad de pedlmenta-
cldn en Gu-HCl 1 9 .0 0 0
KUSHtfAHA y Electroforesls on gel
STOECIpîNIXJS
(1 .9 7 6) ( 3)
pollacrllaralda-SDS 1 9 .3 0 0 + 2 0 0
BRIDGEN y Electroforesls en gel
otros (1 .9 7 6) pollacrilamida-SDS 1 9 .5 0 0+1 .0 0 0
( 1 4 Cromatografia Sepbadex-SDS 
Cromatografia Sepbadex-
2 0 . 5 0 0
Gu-HCl
Equilibria sedlmentacién
28.000
0,1# SDS 2 4 . 5 0 0
Presente trabajo Electroforesls en gel
pollacrllamlda-SDS 
Equilibrio s edlmontao1én
1 8 .7 0 0 + 3 0 0
1# SDS 3 4 .0 0 0 + 9 0 0
Sed Iment aolén-d If usl én 3 2 . 0 0 0
—  1 6 4  —
En primer lugar se observa, la repeticién de 
un valor aproxlmado de 1 9 * 0 0 0 para la masa molecular - 
de BR. Abora bien este valor siempre se ba obtenido 
por electroforesls en gel de pollacrllamlda en SDS, y 
por otro lado siempre que se emplea esta técnlca se en 
cuentra este valor si exceptuamos el primer trabajo de 
Stoeckenlua que obtiene un valor rods alto paia volver 
a dar 1 9 * 0 0 0 clnco afios màs tarde.
Sin embargo a pesar de esta repetlclén de r^ 
sultados, es évidente que una o dos de las condiciones 
necesarlas para dar validez a este método empirlco no 
se cumplen en este caso. En primer lugar la proteina - 
deberia de unlrse gramo a gramo a la misma cantidad de 
SDS que las proteinas standard. En segundo lugar que - 
la rolaclén entre volumen bldrodlndmlco (expresado nor 
malmente como radio de Stokes) y masa molecular sea 
constante para la proteina desconoclda y las proteinas 
standard.
Sorprendentemente las proteinas solubles que 
se utlllzan con mds frecuencla como standard fljan aprjo 
xlmadamente la misma cantidad de SDS (l,4 gr/gr. por 
enclma de la c.m.o.) (5) (24) y aumentan en aslmetria 
proporclonalmonte a la masa molecular. Hay un ndmero - 
considerable de pollpéptldos que no comparten esta re- 
gularldad, especialmente gllcoproteinas (25). Este ml^ 
mo hecbo expllcaria la dlsperslén en los valores obte-
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nidos para rodopsina bovina (26) y para BR. Bridgen y 
otros (16) (Tabla Xm) postulan una fijacidn mayor de 
lo normal, sin embargo con el volumen especlfico par*- 
cial efeotivo que ballan (0 , 6 9 1  ml/gr.) se calcula un 
màximo 6^ de 1 gr/gr. (para entre 0,732-0,815). El 
6^  = 0,5 gr/gr. que nosotros bemos determinado justify 
caria la mener masa molecular que slstemdtlcamente se 
obtiens cuando se emplea la electroforesis en gel de - 
poliacrilamida en SDS. Tanford (2 7) déterminé les Rs,n 
por viscosimetrla de una serie de protelnas en SDS en 
condiciones en que fijan 1,4 6 0,4 gr. de SDS por gr. 
de protelna. Representando estes Rs en funcidn de las 
masaa moleculares de las protelnas en uno y otro case, 
se obtienen dos rectas pràctlcamente paralelas (figura 
34).
Por aedimentacidn, bemos obtenido para BR un
o
Rs de 3 6 , 4  À. La relacidn entre les Rs medidos por vi£ 
cosimetrla y sedimentacidn es numëricamente igual a la 
relacidn del paramétré B en la ecuacidn de Mandelkern- 
Plory(28) oon este mismo paramétré para una esfera per 
fecta no solvatada. Calculando por Scberaga (2 9 ), el - 
valor de 0 para el case m^s desfavorable (dentro de las 
configuraciones probables para BR-SDS), de un elipsoi- 
de do revolucidn prolate con una relacidn axial de 6-1,
o
obtenemos un Rs,n de 39,1 A.
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Figura 34.- Radios de Stokes para micelas proteina-SDS, frente 
al peso molecular de la proteîna no solvatada.
«P= 1,4 (-0-); «0= 0,4 (-*-).
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Interpolando ©n la gràfica anterior obtenemos 
pesos moleoulares que varian entre 22,000-24.000 y 3 1 .0 0 0- 
34.000, segtSn nos basemos en la recta oorrespondlent© a 
1,4 6 0,4 gr. de SDS por gr. de proteina. Los valores - 
que heroes deterroinado para BR en nuesti*as condiciones,
o
6^  = 0,49; R^s = 3 6 , 4  A y Mg = 3^.000, encajan asi en - 
la variaoidn general del Rs oon la roasa molecular, cuan 
do se unen 0,4 gr. de SDS por gr. de proteina. No suce- 
de lo roisroo cuando se coroparan con proteinas con 6^ =
= 1,4, obteni&ndose entonces valores bajos confirroando 
una vez rods la necesidad de utilizer coroo patrones, pr£ 
teinas que fijen aproxiroadamente la roisroa cantidad de - 
detergents quo aquolla que se desea estudiar.
Por esta roisroa razdn so ©xplicaria los bajos 
valores obtenidos sieropre que se eroplean tdcnicas quo - 
tengan quo coraparar caracterdCsticas del coroplejo BR-SDS, 
oon las de SDS-protefnas solubles. Esta roisroa norroa de- 
be tenerse en cuenta cuando so trate de otros sistemas 
de disolventes.
Por ejeroplo Kusbwaha ( 2) utilize el coeficien 
te de sedimontacidn de BR en Gu-HCl frente a los coefi- 
oientes do sustancias patrdn y llega a una roasa molecu­
lar de 1 9 .0 0 0 . Pero el coefioiento de sediroentacidn (18)
I
depend© del tdrroino M (l-$g Pg) Y el voluroen especifico 
efeotivo depends a su vez de las interacciones oon los 
coroponentes del disolvente. Aderods este roétodo adolece 
c -
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de la falta de sensibilidad que tien© este coeficientc 
para variacionea relativeraonte pequenas de raeer.3 mole­
culares (3 0 }, mda adn ai varia también. la relacidn ma­
sa molecular/coefioiente de friccidn y no bay eviden- 
cia de que esta relacion se tnantenga constante en este 
caso.
Otro tanto ocurre oon las determinaciones de 
roasa molecular por ororoatografla en gel. Es cierto que 
las posicionos de elucidn relatives estàn determinadas 
por las diroensiones de la particule total, pero la re- 
lacidn entre roasa de proteîna y volumen total dependen 
de las interacciones oon el disolvente, interviniendo 
tambidn en la poaicidn de eluoidn la mayor o roenor asi- 
roetrla de esta partlcula, y si se utilize detergents - 
el efecto de ëste sobre la roisroa colurona (l8) (3 1 ). Es^
to explioarla la discrepancia en los valores encontra- 
dos por Bridgen y otros (1 6 ) (20.500-28.000) al carobiar 
de sisteroa disolvente.
La roasa molecular determinada por equilibrio 
de sediraentacién tiene una base tedrica rigurosa, pcro 
los resultados dependen de la preparacidn y trataroion- 
to de la rouestra investigada. Bridgen y otros (1 6 ) ut^ 
lizan una rouestra de MP tratada con SDS al 2% y diali- 
zada frente a 0,1^ de SDS, pero en estas condiciones - 
coroo heroos visto en 3.2.3., los llpidos de MP quedan - 
en parte unidos a la proteîna. Aunque la justificacidn
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tedrica que emplean en la determinacién del volumen 
peclfico parcial efeotivo en estas condiciones (0 , 6 9 1  
ml/gr.) es irréprochable (no tanto su determinacidn ex 
perimental pues miden concentraciones sdlo por anàli- 
sis de aminoâcidos), nos quoda la duda de como afecta- 
ràn las particules de llpidos-SDS libres la forma de - 
la curva del gradients de concentracidn en equilibrio.
La masa molecular (24.500) obtenida por es- 
tos autores contrasta grandemente con nuestro propio 
valor (3 4 .0 0 0 ) determinado en SDS al lÿ, donde es muy 
diflcil pensar en agregaciones que dieran lugar a este 
aumento. Por combinacidn de difusidn-sedimentacidn se 
obtuvo tambiën un valor muy préximo (3 2 .OOO), que ava­
la los resultados de los equilibrios de sedimentacién. 
Por otro lado bemos determinado los volûmenes espeol- 
fioos parciales efeotivos (0 ,7 5 2 ) que influyen decisi- 
vamente en los valores de masas moleoulares en las con 
diciones mds estriotas (concentraciones por peso seco, 
diluoiones por pesada) repitidndose los resultados con 
s6lo + 0 , 0 0 1  gr/ml de diferencia.
En el equilibrio de sedimentacidn realizado 
en 0,1^ de SDS, se evidencia la existencia de agrega- 
dos (dimeros). Si con la pendiente de la recta atribui 
ble a la especie màs pequefîa présente (mondmero), cal- 
culamos partiendo de un peso molecular de 24.500, 
obtenemos un valor de  ^ = 1 gr. Es decir la oantidad
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de SDS llgado a la proteîna aumenta contra toda Idgica al 
diaminuir la concentracidn. Sin embargo, ai calculamos
f
$ g baaàndonos en un peso molecular de 34.000, llegamos a 
un volumen especlfico parcial efectivo de 0,79 ml/gr. que 
corresponderla a 0,17 gr. de SDS por gr. de proteîna dis- 
minucidn Idgica al diaminuir la concentracidn de SDS en el 
medio. Otro tanto sucede con los valores de los voldmenes 
especlficos parciales efectivos de los dlmeroa. Se pueden 
determiner diferencias en la cantidad de SDS ligada a la 
proteîna dentro de los limites aceptablea cuando parti- 
mos de un peso molecular de 68.000. Todo elle confirma, 
aunque de una forma indirecte la validez del valor deter­
minado por nosotros.
Todoa estoa datos nos llevan a confirmer el re- 
sultado mâs importante, una masa molecular de BR de 
3 4 . 0 0 0  + 9 0 0 obtenida en 1^ de SDS. Por otro lado la can 
tided de SDS por gr. que fija la proteîna es mucho monor 
que la cantidad normalmente unida a otras protelnas, lo 
que oxplica los resultados anormalmente bajos que se ob­
tienen por tëcnicas que comparan comportamiento de BR con 
otras protelnas.
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3.5. CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS DE LYH INCORPORANDO BR,
Y DISCUSION DE LOS EPECTOS DERIVADOS DE DICHA INCOR- 
PORACION.
Antes de incorporer MP a los liposomes de LYH, 
precediroos a caracterizar éstos. En la fraccidn II elulda 
de la columna de sepharosa 4b (2.1.7») determinamos coefi 
cientes de sedimentacidn, viscosidad intrlnseca y volumen 
especlfico parcial efectivo. Los valores obtenidos (tabla 
XIV) coinciden con los de Huang y otros (32) con identicos 
mdtodos y condiciones, por tanto aunque no bicimos estudios 
de microscopla electrdnica, considérâmes que teniamos una 
poblacidn bomogdnoa de liposomas, es decir, veslculas for 
madas por una sola bicapa de fosfollpidos albergando un - 
compartimente acuoso.
Despuds, a los liposomas de LYH fuimos incorporan 
do MP a concentraciones crecientes, determinando analitica 
mente la cantidad de MP incorporada, expresando dsta como 
una relacidn LYH/MP (P/P). A cada una de las preparaciones, 
bicimos iddnticas determinaciones que a los liposomas de - 
LYH • comparando las modificaciones derivadas de la incor- 
poracidn de BR. Los resultados obtenidos para dicbos lipo­
somas con y sin BR incorporada aparecen recopilados en la 
tabla XIV.
Vemos pues, que la variacidn del coeficiente de 
sedimentacidn (s° = 2 j- 0,1S), cae dentro del error exp^ 
rimental de dicbo paràmetro. La viscosidad intrinseca au-
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TABLA XIV
LYH/MP (P/P)
Inicial Incorporada a" (S) (n)(dl/gr.) (j) ' (ml/gr. ) 6
- - 2,1 0,044 0,967 0,77
20/1 7,4/1 1,9 - 0 , 9 6 7 -
10/1 5,5/1 1,9 0 ,0 5 2 0 , 9 6 1 1 , 1 2
7/1 4/1 2 0,064 0,957 1 , 6 1
menta ligeramente a tnedida que aumenta la cantidad de BR in­
corporada a los liposomas, y el volumen espeoifico parcial - 
efectivo por el contrario disminuye (el valor obtenido en - 
cada caso, es aditivo respecte al correspondiente a los f 
folipidos y MP, y la proporcidn en que se encuentra en los - 
liposomas),
De acuerdo con Tanford y Buzzell (33), el grade de 
hidratacidn (5 ) de una partlcula hidrodinàmica, es decir los 
gramos de disolvente incorporados por gramo de peso seco, - 
puede calcularse a partir de la siguiente relacidn;
ioo{n} = u(*' + — )
0^
(12)
aiendo (n) y 4" ' la viscosidad intrinseca y el volumen espe- 
clfico parcial efectivo de la partlcula hidrodinàmica y 
la densidad del disolvente. u es la constante de Einstein- 
Simha que para esferas es igual a 2,5- Dicbo valor (ô) se-
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g^n vemos en la tabla XIV, aumenta apreciablemente al au- 
mentar la cantidad de BR incorporada a los liposomas, in- 
dicando que el tamano de éstos aumenta ya que este agua en 
su mayor parte, debe corresponder al comportamiento inter 
no.
3.5 *1. Morfologla tamano y forma
En la iSltima preparacidn de liposomas con BR in­
corporada (LYH/MP 4 / 1  (P/P)), realizamos micrograflas elec 
trdnicas (figura 35). A partir de ellas, calculamos un dià
o
métro de 1.370 i 250 A, cinco veces aproximadamente mayor 
que el obtenido para liposomas de LYH (32), pero siguen 
siendo esféricos segdn se deduce de la micrografla. La di^ 
persidn de tamanos es mayor que la de liposomas de LYH (32).
La ley de Stokes, es aplicable a esferas perfeo- 
tas no solvatadas, y relaciona el coeficiente de friccidn 
de la partlcula total, con au radio y la viscosidad del di 
solvente. A partir del radio medio calculado por microsco-
o
pla electrdnica (6C5 A), y la viscosidad del disolvente en 
poises (tampdn CIK 0,1M, TRIS-0,01M, pH = 8) igual a 8,995 
X 10 se obtuvo para estos liposomas un coeficiente de 
friccidn igual a l,l6 x lO"^ gr./seg. Dicbo coeficiente de 
friccidn, al igual que el de sedimentacidn se refiere a la 
partlcula bidrodinàmica total, pero combinando su valor - 
con el volumen especlfico parcial efectivo aplicando la - 
ecuacidn (6), se obtiene la masa molecular de la bicapa ex 
cluyendo el compartimente acuoso interior, El valor obtend^  
do fue 3,4 + 0,6 x 10^.
Figura 35•- Micrografla electrdnica de liposomas de LYH con BR
incorporada. Tincidn negativa con molibdato aradnico. 
(5 0 . 0 0 0  aumentos).
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3.5*2. Espectroscopla de absorcidn y emi- 
aidn y dicroiamo circular.
El eapectro de absorcidn de liposomas con MP 
incorporada, muestra que el màximo correspondiente al 
complejo pdrpura (568 nm) se desplaza bacia el azul
(15-20 nm). Lo mismo ocurre cuando MP se solubiliza con
solventes orgànicos (bexano o decano), es decir, cuando 
BR se funde on un medio bidrocarbonado, aunque el com­
plejo pdrpura no se destruye,
Por espectroscopla de fluorescencia, en lipo­
somas con MP incorporada se observa algo similar a lo 
que ocurre cuando MP se solubiliza en Vja de SDS, (3.2.1.) 
es decir el roâximo de emisidn correspondiente a la pro- 
telna se desplaza unos 15 nm bacia el rojo.
La figura 36 A, muestra el espectro de DC en el
visible de MP en agua, y de liposomas de LYH con BR incor 
porada. En MP en agua puede verse la banda bifàsica de 
acoplamiento excitdnico, debida a la interaccidn entre 
los cromdforos de complejos pdrpura de moléculas vecinas 
en la red hexagonal (34). Por el contrario, en el espectro 
correspondiente a liposomas, con BR incorporada no exis­
te la banda bifàsica, por tanto no bay interaccidn exci- 
tdnica, indicando que la estructura cristalina de sime- 
tria P^ ba desaparecido.
La figura 36 B, muestra los espectros de DC en 
el ultravioleta para MP, liposomas de LYH con BR incorp^
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Figura 36.- Espectros de DC. A, IIP en agua ( --- ), liposomas
de LYH con BR incorporada (--- ). B, MP en agua
(--- ), liposomas de LYH con BR incorporada (---),
y BR en agua ' ( ) .
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rada y para BR en agua. En todoa ellos se obaervan los 
mfnimoa caracteristicos de a-helices (2 0 9-2 1 1 , y 222 nm)
(3 5 )» indicando que la estructura de a-hélice existe en 
BR en todas las condiciones estudiadas; es decir en su 
membiana natural, incorporada a bicapas artificiales, y 
ai5n libre de lipides en suspension acuosa.
3 .3 .3 . Vida media, dicroismo lineal.
Efecto de la concentracidn de ClNa so­
bre la vida media.
Mediante flash fotOlisis, determinamos el tiem 
po de semi-vida del complejo . Las figuras 37 y 3&
muestran las fotografias de las trazas en la pantalla del 
psciloscopio, para MP en agua y liposomas de LYH con BR 
incorporada respectivamente. En ambos cases se utilizO un 
filtro KV 320 Schott, y la temperatura de experimentaciOn 
fue 229 0, Para MP en agua (concentracidn 0,7 mg./ml.) la 
longitud de onda de observacidn fue 412 nm, y el tiempo 
de semi-vida calculado tl/2 = 4,3 ± 0,2 ms. En liposomas 
de LYH con BR incorporada (LYH/MP (P/P) 3,4/1) la longi­
tud de onda de observacidn fue 4lO nm y el tiempo de semi- 
vida obtenido para esta especie transiente de BR fue tl/2 
= 2 3 + 3  ms.
Concentraciones de ClNa {int./ext.} del orden de 
1 M no altera apreciablemente el tiempo de desaparicidn 
de la especie transitoria BR^^^ en liposomas en relacidn
Figura 3?.- Decaimiento de agua. (Eje x, base de
tierapos = 2 ms/divisidn; eje y, 20 mV/divisidn).
Figura 38.- Decaimiento de liposomas de LYH con BR
incorporada. (Eje x, base de tiempos = 10 ms/d^ 
visidn; eje y 20 mV/divisidn)
- 175 -
con el tiempo medido en agua destilada (para una rela­
cidn LYH/MP (p/p) anàloga a la anterior, tl/2 = 28,2 
ms.). En este aspecto, el comportamiento de la especie 
BR^IO Gs anàlogo en la MP y en liposomas, aunque el 
tiempo de decaimiento en estos dltimos, sea unas seis 
veces mayor.
Los expérimentes de fotdlisis bechos con luz 
polarizada linealmente, indican que la orientacidn injL 
cial en MP de la especie BR^ ^^ ,^ en liposomas desapare- 
ce. Esta desaparicidn de la polarizacidn se puede rela 
cionar con una mayor libertad de difusidn rotacional - 
de las moldculas de proteîna en la bicapa liposdmica, 
respecte de la que disponla en la membrana pdrpura. Sin 
embargo, dsta no es la dnica explicacidn, ya que, a 
causa del tamano calculado de los liposomas el movi- 
miento de rotacidn de los mismos séria capaz de destruir 
la polarizacidn inicial (el tiempo de relajacidn rota­
cional calculado, empleando un radio igual a 685 A, es 
de 1 ms.). En nuestra opinidn la primera posibilidad pa 
rece la mds probable, ya que los espectros de DC de BR - 
en liposomas ponen de manifiesto la desaparicidn de in­
teracciones excitdnicas entre los mementos dipolares de 
transicidn de los cromdforos. Esto es consistante con 
una considerable libertad rotacional de las moldculas 
de proteîna en la superficie del liposoma.
Nos queda por comentar, lo que sucede cuando
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se someten a flash fotdlisis veslculas de H H. y M.M. 
(membrana marrdn), El tiempo de semi-vida calculado - 
para el complejo veslculas, es del mismo or­
den de raagnitud que el obtenido para MP en agua (los 
valores calculados ban sido Tl/2 = 4-5 ms.). En sus- 
pensiones acuosas de M.M., se calculd el tiempo de se­
mi-vida de aparicidn del complejo obtenidndose
un valor intermedio entre los ballades para liposomas 
con BR incorporada y MP (tl/2 = 15 ± 0,8 ms.). Tambidn 
con M.M. a tiempos largos (mayores de 5 ma.), no se ob 
serva dicrolsmo lineal. Elle estd de acuerdo con Oea- 
terbelt y otros (36), es decir que M.M., no posee estruc^ 
tura cristalina y que las moldculas de BR en dicba mem­
brana, deben tener una mayor libertad de difusidn rota­
cional que en MP.
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3.6. DISCUSION GENERAL. MODIFICACIONES AL MODELO 
ACTUAL DE BACTERIORODOPSINA EN LA MEMBRANA 
PURPURA.
En la introduccidn de este trabajo, présenta 
mos una revisidn de la informacidn que sobre la membra 
na pdrpura de Halobaoteriura halobiura y su dnica protef 
na Bacteriorodopsina se tenfa en el memento de planifi 
carlo, as! como la que ba ido apareciendo durante el - 
periodo de su realizacidn. Se puso especial interés en 
los estudios estructurales de MP y BR, y mostra-iôs el 
mapa tridimensional de MP obtenido por microscopla
o
electrdnica a una resolucidn de 7 A , as! como el modè­
le propuesto para BR (figura 3 cap. l).
A lo largo del capitule III, bemos recogido 
los resultados obtenidos al realizar el plan de trabajo 
propuesto, as! como su discusidn, comparando nuestros 
resultados con los ballades en otros laboratories, va­
lores que al ser discrepantes pueden modificar o rati- 
ficar los modèles propuestos,
Los estudios de difraccidn de rayos X y micros^ 
copia electrdnica de MP ( 37)  ( 38)  ( 39)  ( 4o ) ,  como vimos 
en la introduceidn de esta tesis, coinciden en una es­
tructura cristalina con ordenamiento hexagonal y un grij 
po espacial de simetria P^, es decir 3 moldculas de pr^ 
teina alrededor de un eje ternario perpendicular al pla
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no de la membrana. Al determinar el ndmero de moldculas 
de proteina existantes por celdilla unidad, estos auto­
res utilizan los datos analiticos aportados por Oester- 
belt y Stoeckenius (l97l) (l) (tabla III), y encuentran 
discrepancias entre el valor tedrico que exige dicba es 
tructura cristalina, y el ballade experimentalmente.
Asi en 1.971, Blaurock y Stoeckenius (37), encuentran 
3 , 6  moldculas de proteîna por celdilla unidad y aproxi­
madamente 11 moldculas de lipidos por cada moldcula de 
proteîna.
Henderson (38) y Blaurock (39), obtuvieron 
unas dimensiones muy parocidas de la celdilla unidad de 
MP, y por consiguiente del volumen correspondiente a d^
o o
cba celdilla (162,000 y I6O.OOO A respectivamente). 
Henderson a partir de dicbo volumen, del peso molecular 
de BR (2 6 .0 0 0 ) de la relacidn proteina/llpidos (P/P)
(3/1 ), y la densidad de MP (l,ll8 gr/ml.) encuentra 3,3 
moldculas de proteîna por celdilla unidad y 9 moldculas 
de llpidos por moldcula de proteîna. Por dltimo, Blaurock, 
a partir de la composicidn de aminoàcidos calculada por 
Oesterbelt y Stoeckenius (37) balla un volumen molecu-
O o
lar de BR de 32.700 A + 1,5^* Utilizando el volumen es­
peclfico parcial obtenido tambidn de la composicidn de 
aminodcidos (0 , 7 6  ml/gr.), calcula la relacidn proteîna/ 
llpido (v/v), y obtiene 3,4 moldculas de proteîna por 
celdilla unidad y 10 moldculas de llpidos por moldcula 
do proteîna.
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Vemos pues, que en los très cases, el ndmero de 
moldculas de proteîna ballade experimentalmente es mayor 
que el exigido tedricamente, y las relaciones moleculares 
proteina/llpidos son muy parecidas. Blaurock (39)» senala 
que las discrepancias tedricas y expérimentales, pueden 
salvarse con una mayor relacidn (P/P) llpidos/proteina o 
un valor mayor del peso molecular de BR (30.000 séria su- 
ficiente).
Los resultados de caracterizacidn qulmica o fI- 
sica de algunas propiedades de MP y BR obtenidos por no­
sotros se resumen en la tabla III, columna A, y robacien- 
do los cdlculos de Henderson y Blaurock aplicando dicbos 
datos anallticos obtenemos 3 » 2 y 3,1 moldculas de protel- 
na por celdilla unidad, valor que adn excede al exigido 
por la especie de simetria que posee la MP, a pesar de la 
gran diferencia entre los resultados anallticos obtenidos 
por nosotros y los resultados obtenidos por Oesterbelt y 
Stoeckenius (tabla III).
El mapa tridimensional de MP obtenido por Hen­
derson y TJnwin ( 4o ) ,  y el modelo propuesto por ellos pa­
ra bacteriorodopsina (figura 3 capitulo I), muestra que
o
existen 7 segmentes de o-bdlice de 35-40 A de longitud, 
lo cual implica que para un peso molecular de 34.000 de 
BR, los a-bdlices constituyen el 50-60^ de la cadena p^ 
lipeptidica totalevalores inferiores al 70-80^ calculado 
por dicbos autores, pero mucbo màs cercano al 45^ obtend^
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do por DC en el ultravioleta (4l).
Nosotros encontramos que una parte minorita- 
ria de la càdena polipeptldioa de BR en MP, es accesi- 
ble a la acoidn de proteasas (3«3). Por raedidas de di- 
crolsmo circular, bemos visto que el residue insoluble 
de MP no bidrolizado conserva la estructura cristalina, 
de lo que dedujimos que la parte de la cadena polipept^ 
dica de BR bidrolizable por proteasas, debe quedar fue- 
ra de la estructura cristalina de MP. Esta fraccidn bidro 
fllica y los acodamientos de los segmentes de o-bëlices, 
deben constituir el 40-50^ de la cadena polipeptldica de 
BR no inclulda en los 7 segmentes, Aslmismo, dicba frac- 
cidn minoritaria de BR bidrolizable por proteasas y que 
no parece estar inclulda en la trama cristalina de MP, 
debe constituir el exceso del ndmero de moldculas de BR 
por celdilla unidad, que se obtiene, al relacionar, pe­
so molecular (34.000), relacidn protelna/llpidos (P/P) 
(7 ,4/1 ), densidad de MP en agua (1,2464) y volumen de 
dicba celdilla unidad (3 8 ) (39).
Rosumiendo, nosotros encontramos que los re­
sultados obtenidos en este trabajo se ajustan en prin- 
cipio al modelo propuesto para BR en MP, siendo concor­
dantes con los estudios de rayos X y microscopla elec­
trdnica, los resultados de proteolisis, peso molecular, 
relacidn protelna-llpido (P/P), y densidad de la membra 
na en agua.
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Ea obvio, qu© es necesaria una ulterior deter 
minacidn de la composicidn de aminoàcidos de la bacterio^ 
rodopsina, y del residue insoluble tias la hidrolisis - 
de la membrana pdrpura con proteasas, as! como realizar 
los espectros de DC correspondientes para conocer la pr£ 
porcidn de a-bdlices en uno y otro caso; calcular con - 
tdcnicas rigurosas el peso molecular del residue insolju 
ble tras la bidrdlisis y mediant© difraccidn de rayos X 
el volumen de su celdilla unidad. En este memento se c_o 
nocerë, si cuantitativamente encuadran todos los resul­
tados .
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IV. C O N C L U S I O N E S
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Las conclusiones a que llegamoa, vistos los 
resultados anteriormente expuestos, son las siguientes;
12 En el proceso de solubilizaci<6n de la membra- 
na pdrpura con detergentes, todo pareoe indicar que en 
primer lugar sucede delipidacién y desnaturalizaci6n 
del complejo pdrpura y consecuentemente ruptura de la 
estructura cristalina. La forma monomérica del dodecil 
sulfato sddico, es quien se une y solubiliza la membra 
na, consiguiendo por encima de la o.m.c. segregar lipi^  
dos y proteina en estructuras micelares independientes.
2 2 La energia de estabilizacidn de la estructura 
cristalina de la membrana pdrpura es superior a 100 
Kcal. por mol de bacteriorodopsina y la contribucidn 
de los lipidos es muy pequena comparada a la de la in 
teracoidn proteina-proteina.
32 Sn la membrana pdrpura, una parte aparentemen 
te mayoritaria de la proteina no es accesible a la 
acci6n de proteasas desde el exterior, y en ella se 
encuentra el cromdforo base de Schiff retinal-lisina, 
y todos los aminoàcidos aromdticos. El resto de la ca 
dena polipeptidica, es accesible a la accidn de pro­
teasas de poca especificidad como son las empleadas - 
en este trabajo, y corresponde a ambas regiones termi^  
nales de la proteina.
42 Tras bidrolizar una parte aparentemente mino^  
ritaria de la cadena polipeptidica de la bacterioro-
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dopsina, se mantiene la estructura cristalina de la raero- 
brana pdrpura. La papa£na digiere fundamentalmente el ex 
tremo terminal extracelular, la termolisina por ambos ex 
tremoS; y la quimotripsina afecta principalmento el extr^ 
mo citoplasmdtico.
59 Durante la fotdlisis, bay un gran cambio en la es^  
tructura de la bacteriorodopsina en la membrana pdrpura 
que al igual que permite el acceso de bidroxilaroina bas- 
ta la base de Scbiff destruyendo el complejo pdrpura, per 
mite un mayor ataque con papalna, dejando el residue in­
soluble y particulado espectralmente intacto,
69 La masa molecular de la bacteriorodopsina obtenjL 
da por equilibrio de sediraentacidn es de 34.000 jf 9 0 0 , - 
ratificando este valor, el calculado por combinacidn de 
medidas bidrodindmicas. En 1^ de dodecil sulfato sddico, 
permanece como raondmero semejando un elipsoide prolate 
con una relacidn axial 6-1.
79 La bacteriorodopsina, une 0,49 gr. de dodecil - 
sulfato sddico por gr. de protedCna, lo que justifica el 
bajo valor del peso molecular obtenido cuando se la com 
para por cromatograffa y electroforesis en gel con pro- 
tefnas standard que normalroente unen 1,4 gr. Una vez que 
se extras el detergents tias didlisis exhaustiva, la bajc 
teriorodopsina permanece en solucidn en forma agregada, 
con un ndmero de agregacidn variable y dependiente del 
tiempo, El volumen especffico parcial determinado para
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la bacteriorodopsina en agua es 0,815 ml./gr., valor muy 
superior al calculado basàndose en su composicidn de ami 
nodcidos.
8s Los modelos actualmente propuestos para la mem­
brana pdrpura y la bacteriorodopsina, por difraccidn de 
rayos X y microscopfa electrdnica, exigen 3 moldculaa de 
protefna por celdilla unidad y por cada molecula de pro- 
tefna 7 segmentes de a-bélices atravesando perpendicu- 
larmente el piano de la membrana. Combinando el volumen 
de la celdilla unidad y las dimensiones de dicbos segmen 
tes de a-bdlices con los resultados de este trabajo, se 
obtienen 3>2 moldculas de bacteriorodopsina por celdilla 
unidad, y que un 5 0-60^ de la protefna lo constituyen 
a-bélices. Los acodamientos de los 7 segmentos y la frac_ 
cidn bidrofflica accesible a la accion de las proteasas, 
deben completar la cadena polipeptfdica total de la bac­
teriorodopsina y justificar el exceso del ndmero de mo- 
léculas de protefna calculado por celdilla unidad.
99 La bacteriorodopsina, se incorpora a los liposo- 
mas de lecitinas de yema de buevo, auraentando aproximada 
mente cinoo veces el diàmetro de éstos. El complejo pdr­
pura no se destruye, pero la estructura cristalina desa- 
parece, auraentando el coeficiente de difusidn rotacional 
de la bacteriorodopsina, y desapareciendo consecuentemen 
te el acoplaraiento excitdnico entre croméforos de molé­
cules vecinas.
